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S. marcescens es un bacilo Gram-negativo multidrogo-resistente, patógeno oportunista 
causante de infecciones de tracto urinario, sepsis y queratitis. Entre sus principales 
factores de virulencia se encuentran la citolisina ShlA, proteasas, lipasas, nucleasas y 
fimbrias. Las fimbrias bacterianas participan en procesos como la adherencia a sustratos 
(abióticos y bióticos), formación de biopelícula y evasión a fagocitosis. En 
proteobacterias las fimbrias tipo chaperona-acomodador están ampliamente 
distribuidas y se clasifican en las familias α, β, γ, κ, π y σ. Los estudios de fimbrias en S. 
marcescens son escasos por lo que es necesario conocer su distribución y caracterizarlas. 
Metodología. Se analizaron 39 genomas de S. marcescens para identificar todos los 
posibles operones fimbriales y se clasificaron de acuerdo a su filogenia y organización 
genética. Se analizó la actividad transcripcional de todos los promotores fimbriales de 
las cepas SmUNAM836 (clínica) y Db10 (ambiental).  Utilizando el sistema λ-Red, se 
eliminaron los genes fgooC, fgovC y fpsC de la cepa SmUNAM836. Posteriormente, se 
comparó la formación de biopelícula en poliestireno, borosilicato y en medio líquido de 
las cepas generadas (SmUNAM836ΔfgooC::nptII, SmUNAM836ΔfgovC::nptII y 
SmUNAM836ΔfpsC::nptII) con la cepa silvestre. También se determinó su motilidad tipo 
swarming, la capacidad de agregar levaduras y de adherirse a la línea celular NCI-H460. 
Finalmente, se visualizó por microscopía electrónica de trasmisión la presencia de 
estructuras fimbriales en la cepa SmUNAM836. Resultados. El pangenoma de S. 
marcescens codifica 20 operones fimbriales conservados, 6 clasificados como centrales 
o core; y 17 operones no-conservados. Los operones fimbriales tuvieron una expresión 
simultánea y diferencial. Los mayores niveles de actividad transcripcional 
correspondieron a fgoo, fgov, fpo y fps. Las cepas SmUNAM836ΔfgooC::nptII, 
SmUNAM836ΔfgovC::nptII y SmUNAM836ΔfpsC::nptII no formaron biopelícula en medio 
líquido, mientras que en poliestireno se redujó en un 31%, 86% y 56%, respectivamente. 
Las mutantes SmUNAM836ΔfgovC::nptII y SmUNAM836ΔfpsC::nptII sufrieron una 
reducción del 51% y 32%, en la formación de biopelícula en borosilicato, y del  71 % y 
44% en la capacidad de agregación de levaduras, respectivamente. Además, la cepa 
SmUNAM836ΔfgooC::nptII tuvo una reducción del 37% en la adherencia células NCI-
H460. Finalmente, mediante microscopía electrónica de transmisión se observaron 12 
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1.1.-Reseña histórica de Serratia marcescens 
 
Serratia marcescens es un microorganismo con una peculiaridad histórica en el campo 
de la bacteriología, siendo el tercer genero bacteriano descrito, precedido por Vibrio y 
Polyangium. La historia de este microorganismo comienza en el siglo XIX, siendo una de 
las primeras bacterias que aparecen en la literatura. Pues se consideraba responsable de 
la aparición de “sangrados milagrosos” en diversos objetos, especialmente en alimentos. 
Los primeros reportes de este microorganismo con fundamentos científicos datan de 
1819, donde de manera independiente, el Dr. Vicenzo Sette y el farmacólogo Bartolomeo 
Bizio trabajaron para identificar la fuente del “Sangrado” en polenta, pan y sopa de arroz 
[1]. Ambas figuras realizaron experimentos rústicos que los llevaron a sugerir que la 
fuente de la coloración roja se debía al efecto de un “hongo” sobre los alimentos. Fue 
Bizio quien se aventuró a afirmar que había descubierto un organismo que pertenecía a 
un nuevo género no descrito previamente. De esta manera decidió nombrar a este 
organismo como Serratia en honor a su compatriota Serafino Serrati. Además, acuño a 
Serratia el distintivo marcescens debido a que, al alcanzar la “madurez”, el organismo 
decaía en una masa fluida, viscosa y mucilaginosa [2]. Fue hasta 1923 cuando el Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology legitimó el nombre asignado por Bizio.  
 
En la actualidad, S. marcescens está clasificada dentro de la familia Enterobacteriaceae y 
aún es reconocida por su pigmento rojo denominado prodigiosina. S. marcescens es un 
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bacilo Gram negativo que tiene la capacidad de crecer eficientemente a temperaturas 
de entre 25°C y 42°C, las cepas productoras de pigmento suelen sintetizarlo a 
temperaturas menores a 30°C [3, 4].  Por muchos años S. marcescens fue considerada 
como un microorganismo inocuo, llegando a emplearse en experimentos de rastreo con 
la finalidad de anticipar la diseminación de posibles agentes patógenos empleados en 
bioterrorismo [5]. En 1952 se reportó por primera vez un cuadro infectivo causado por 
S. marcescens. Dicho paciente cursó con una infección de tracto urinario, bacteriemia y 
endocarditis, siendo la última la responsable de su fallecimiento [5, 6]. A partir de esa 
fecha, en los EE.UU. comenzaron a reportarse diversos casos de infecciones por esta 
bacteria, y para 1977 existían más de 100 brotes en los que se identificó a S. marcescens 
como el patógeno responsable [7]. Este microorganismo es hoy en día reconocido como 
un patógeno oportunista de relevancia médica que se caracteriza por ser multidrogo 
resistente [5, 8]. S. marcescens es capaz de establecerse en diversas zonas anatómicas, 
ocasionando una amplia gama de infecciones tales como bacteriemia, neumonía, 
queratitis, endocarditis, infecciones urinarias, meningitis y fascitis necrotizante; 









1.2.-Epidemiología de S. marcescens 
 
En 1997 comenzó el Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY, uno de los estudios 
de vigilancia epidemiológica de mayor duración. Este programa proporcionó los 
primeros datos epidemiológicos de Serratia a gran escala, donde conformó el 1.4 % de 
los aislados de torrente sanguíneo en ese año, ocupando el 12° puesto entre los 
patógenos bacterianos más aislados [10]. En un estudio SENTRY subsecuente (2005 a 
2008) reportó al género Serratia como responsable del 3.5% de las neumonías en 
pacientes hospitalizados. Dicho estudio desglosa los datos por regiones, encontrando 
que Serratia causó el 4.1% de las neumonías en EE.UU., el 3.2% en Europa y el 2.4% en 
Latino América [11]. Un estudio realizado en 2008 por el ECDC ubicó a Serratia como el 
agente responsable del 2.8% de las neumonías y del 2% de las infecciones de torrente 
sanguíneo asociadas a unidades de cuidados intensivos, correspondiente al 10° 
microorganismo más aislado [12].  
 
 
Dentro del género Serratia la especie S. marcescens es la más frecuentemente aislada a 
nivel global. En Polonia un estudio durante 2003 - 2004 evidenció a esta bacteria entre 
los primeros cinco patógenos bacterianos del total de aislados clínicos, comprendiendo 
el 4% de los aislados [13]. De manera semejante en Japón en 2008, se encontró que S. 
marcescens estaba presente en el 6.4% de las infecciones de tracto urinario, 
representado el 5° patógeno más aislado [14]. En un estudio realizado durante 2009 en 
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el Centro Médico Militar Madigan en Piece County, EE.UU se describe que S. marcescens 
ocupó el 9° lugar entre los bacilos Gram negativos más aislados, causando el 33.6% de 
infecciones de vías respiratorias, 23.8% de infecciones de tracto urinario y el 22.8% de 
infecciones en heridas [5]. 
 
Previamente, los estudios epidemiológicos no buscaban activamente a S. marcescens. 
Sin embargo, actualmente se busca de manera activa a este microrganismo debido al 
incremento en su importancia como patógeno oportunista multidrogo-resistente. Esto 
se evidencia en los datos actualizados del programa SENTRY en Latino América de 2016.  
Aquí se reporta que en las infecciones de torrente sanguíneo, S. marcescens estuvo 
presente entre los 10 microorganismos más aislados, observándose un incremento en la 
incidencia de 1.5% durante el periodo 1997-2003 a 3.3% durante 2013-2016 [15]. 
Respecto a  las infecciones de vías respiratorias SENTRY reportó en 2016, que las 
neumonías asociadas a S. marcescens corresponden al 3.8% en Norte América, 2.5% en 
Latino América, 3.3% en Europa y 3.1% en Asia-Pacífico [16]. Resultados que ubican a S. 
marcescens entre el 7° y 9° lugar de los patógenos causantes de infecciones de tracto 








1.3.- Plasticidad genómica y resistencia de S. marcescens a fármacos antimicrobianos  
 
S. marcescens es un microorganismo con una gran plasticidad genómica, lo que le 
confiere ventajas competitivas para establecerse en diversos nichos ecológicos, incluido 
el humano. Para entender de mejor manera dicha versatilidad metabólica diversos 
grupos han evaluado el pangenoma de S. marcescens de manera independiente, se 
describe que este microorganismo presenta un pangenoma compuesto por 13,614 a 
35,595 genes [17–20]. A pesar de la discrepancia en estos valores, todos los estudios 
concuerdan en que S. marcescens posee un pangenoma central reducido que oscila entre 
los 2,107 a 3,714 genes [17–20]. Estos análisis indican que las cepas de S. marcescens 
poseen un amplio set de genes accesorios (7,656 - 18,883), algunos de los cuales se 
asocian con resistencia a antibióticos [17–20]. 
 
S. marcescens es frecuentemente sensible al efecto de fármacos como aminoglucósidos, 
carbapenémicos, trimetoprim-sulfametoxazol, cefalosporinas y tobramicina, sin 
embargo también presenta resistencia intrínseca a diferentes clases de antibióticos[5]. 
Esta resistencia se asocia principalmente a genes cromosomales, los cuales pueden ser 
parte del genoma central o representar genes accesorios.  
La mayoría de las cepas de S. marcescens poseen de manera ubicua determinantes que 
les permiten resistir penicilinas, macrólidos, clindamicina, linezolid, glucopéptidos, 
rifampicina, quinupristin-dalfopristin y péptidos antimicrobianos [5, 21, 22]. Entre estos 
se encuentran los genes ampC, arn y qrn que confieren resistencia a b-lactámicos, 
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polipéptidos y quinolonas, respectivamente [21–23]. La alta resistencia a β-lactámicos 
que se reporta en cepas de S. marcescens se asocia con la producción de β-lactamasas 
de espectro extendido (ESBL, por sus siglas en inglés) algunas de las cuales son 
resistentes a inhibidores, como el ácido clavulánico. Estás enzimas se han identificado en 
cepas epidémicas de países como Bulgaria, Italia, Grecia, México, Taiwan, Polonia, 
Argentina, Japón y Korea [24]. En 2007, Peng reportó la presencia de integrones de clase 
I en cepas de S. marcescens. Además de estos, S. marcescens posee numerosas bombas 
de eflujo, que proveen resistencia a un amplio rango de antibióticos [5, 21, 22]. Por otra 
parte, aunque en los genomas de distintas cepas de S. marcescens se encuentran genes 
implicados en la resistencia a quinolonas es común que las cepas sean susceptibles a este 
grupo de antibióticos [19]. Además, se ha reportado que algunas cepas de S. marcescens 
son capaces de resistir el efecto de amoxicilina, tetraciclina, colistina, cefamicina, 
cefuroxima y quinolonas [5, 21, 22]. Sin embargo, se cree que se asocia a la presencia de 
determinantes de resistencia adquiridos por transferencia horizontal o con mutaciones 
espontáneas. Uno de los principales elementos genéticos móviles son los integrones, los 
cuales se suelen encontrar insertados dentro de los cromosomas bacterianos o en 
plásmidos [25, 26]. Estos elementos genéticos se caracterizan por presentar genes 
codificantes de integrasas, un sitio de recombinación asociado a integrones y un 
promotor asociado a integrones [25, 27]. También es común la presencia de 
determinantes de resistencia a antibióticos así como genes de virulencia [27]. Además, 
en S. marcescens existen diferentes reportes de plásmidos que codifican genes 
relacionados con la resistencia a antibióticos, éstos tienen una mayor prevalencia entre 
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cepas clínicas [21]. A su vez, se ha evidenciado que cepas de S. marcescens pueden 
adquirir plásmidos de otras especies clínicamente relevantes como K. pneumoniae y 
Escherichia coli [18]. Análisis genómicos han demostrado que las cepas de S. marcescens 
que han adquirido plásmidos que codifican determinantes de resistencia son en su 
mayoría aislados clínicos, lo que sugiere la adquisición de estos plásmidos mediante 
transferencia horizontal [28]. De acuerdo con lo anterior, S. marcescens puede adquirir 
mediante conjugación plásmidos que poseen los genes blaCMY-2, blaTEM o blaKPC [29, 30]. 
La presencia y diseminación de estos determinantes de resistencia en Serratia es 
importante debido a que limitan las opciones terapéuticas en infecciones que atentan 















1.4.- Patogénesis de S. marcescens 
 
La patogénesis de S. marcescens se encuentra poco estudiada, sin embargo, se han 
reportado diversos factores de virulencia como hemolisina, proteasas, lipasas, nucleasas 
y algunas fimbrias. También se han descrito cascadas regulatorias involucradas en la 
expresión o represión de factores y de procesos asociados a la virulencia de este 
microorganismo [31]. 
 
El factor de virulencia de S. marcescens mejor estudiado es la toxina formadora de poros 
ShlA, esta citolisina es secretada mediante un sistema de secreción tipo Vb y se considera 
el principal factor de virulencia de S. marcescens [32, 33]. La secreción de ShlA requiere 
la unión a moléculas de fosfatidiletanolamina, este complejo posteriormente migra hacia 
la proteína de membrana externa ShlB, la cual se encarga de activar y secretar a ShlA en 
su forma activa [31, 34, 35].  Una vez secretada, ShlA tiene la capacidad de interactuar 
con residuos de fosfatidilserinas presentes en la membrana de las células eucariotas [35]. 
La toxina puede insertarse como un dímero o monómero y oligomerizarse hasta formar 
un poro a través del cual se pierden iones K+ [36]. Para mantener el balance osmótico se 
activan canales de NA+/K+ que consumen ATP [31, 36]. Finalmente, la célula eucariota 
comienza a vacuolizarse debido al desbalance osmótico y energético.  Además de esto, 
se ha descrito que la citolisina ShlA causa liberación de leucotrienos LTB4 y LTC4 en 
leucocitos y de histidina en células cebadas [37]. Cepas mutantes en esta toxina reducen 
drásticamente su capacidad de afectación en tejidos pulmonares y líneas celulares [31, 
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36, 38]. La producción de ShlA se encuentra regulada por el sistema de dos componentes 
RssBA y por el complejo regulatorio FlhDC [33]. El sistema de dos componentes RssAB 
consta de la cinasa sensora RssA y el regulador de respuesta RssB, éstos regulan de 
manera negativa al operón flhDC [33, 39]. A su vez, el complejo proteico FlhDC participa 
en la activación de los genes flagelares de clase II [40], promueve la producción de ShlA 
y el movimiento tipo swarming. La sobreexpresión del operón flhDC reduce la capacidad 
de S. marcescens para formar biopelícula, favorece el movimiento tipo swarming, 
aumenta la producción de ShlA y  la citotoxicidad sobre la línea celular BEAS-2B y epitelio 
pulmonar [33]. Por el contrario, todos estos fenotipos se observan afectados en ausencia 
de FlhDC [33].  
 
Diversos procesos de S. marcescens, entre ellos la patogénesis, dependen de un 
mecanismo de comunicación poblacional denominado quorum sensing (QS). El QS 
requiere de la  síntesis de N-acil-homoserin-lactonas (AHLs)  o autoinductores por parte 
de una acil-homoserin-sintasa (I) [41]. Cuando la concentración de AHLs incrementa se 
activa una molécula receptora (R) que  actúa como factor transcripcional de distintos 
genes [41]. En S. marcescens se han descrito hasta 3 diferentes sistemas de QS que 
pueden estar operando de manera simultánea: SwrI/SwrR, SmaI/SmaR y SpnI/SpnR [5]. 
La sintasa SwrI produce las moléculas C4-HSL y C6-HSL en una proporción de 1:10, estas 
moléculas son reconocidas por el receptor SwrR [42]. El sistema SwrI/SwrR se ha 
relacionado con el movimiento tipo swarming, la maduración y desprendimiento de 
biopelícula y en la adherencia a sustratos abióticos [42–45].  
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Además, SwrI regula la secreción de otros factores de virulencia como la lipasa LipA, el 
monómero de capa S SlaA y la metaloproteasa PrtS. In vitro, PrtS ejerce un efecto 
citotóxico en la línea celular de córnea HCLE, sin embargo su rol durante la infección no 
se encuentra bien establecido [9, 46]. Otro sistema de QS de S. marcescens, SmaI/SmarR, 
se ha implicado en la actividad hemolítica y formación de biopelícula además de 
favorecer la producción de caseinasas, quitinasas y el movimiento tipo swarming [47]. 
Por otra parte, la sintasa SpnI produce C6-HSL así como 3O-C6-HSL, C7-HSL y C8-HSL. Este 
sistema, SpnI/SpnR, contribuye en la represión de la nucleasa NucA, prodigiosina y de 
surfactantes a través de la actividad represora de SpnR [5, 48–50]. SpnR también regula 
de manera negativa su propia expresión y su actividad represora disminuye en 
concentraciones altas de 3O- C6-HSL [48, 49]. Los sistemas de QS SmaI/SmaR y SpnI/SpnR 
están flanqueados por elementos de recombinación lo que sugiere su transferencia 
entre cepas. Dicha movilización ha sido evidenciada para SmaI/SmaR [47].  
 
La patogénesis de S. marcescens también responde al estrés oxidativo, a través del 
regulador OxyR, el cual es necesario para la expresión de por lo menos un sistema 
fimbrial, el cual a su vez está involucrado en la formación de biopelícula [51].  Este 
regulador también es requerido para el desarrollo del movimiento tipo swarming y 






1.5.- Biopelícula en S. marcescens 
 
La biopelícula es una estructura de resistencia y persistencia que le permite a los 
microorganismos mitigar el efecto de factores externos. Esta comunidad bacteriana se 
compone por células estrechamente unidas que forman microcolonias embebidas en 
una matriz extracelular [52], puede desarrollarse sobre una superficie sólida o como 
flóculos en sustratos líquidos [53]. En el área clínica la presencia de biopelículas sobre 
equipo médico representa un riesgo de diseminación y persistencia de diferentes 
microorganismos, particularmente de patógenos con resistencia a antibióticos [52, 54]. 
Además, durante un proceso infeccioso la matriz extracelular de las biopelículas 
obstaculiza la llegada de células inmunes además de reducir la permeabilidad y el efecto 
de los antibióticos [52, 55, 56]. 
 
El papel de las biopelículas de S. marcescens durante un proceso infectivo no se conoce 
a detalle. No obstante, se ha asociado con la persistencia en catéteres de silicón, 
superficies de vidrio o poliestireno, en la colonización de tejidos y en la resistencia a 
antibióticos [5, 53, 55, 57, 58]. Su formación requiere de una adherencia inicial, una 
etapa de swarming y finaliza con la maduración como una estructura tridimensional. 
Desde el punto de vista estructural, la biopelícula de S. marcescens es porosa y 
filamentosa, dos características particulares que la diferencian de la producida por otras 
bacterias como P. aeruginosa [43]. Además, las células que componen una biopelícula 
madura se encuentran filamentadas las cuales se agregan hasta formar cadenas 
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bacterianas enrolladas [43]. La producción de biopelícula en S. marcescens se encuentra 
fuertemente influenciada por el QS y la disponibilidad de nutrientes [44]. Se ha 
demostrado que una alta concentración de nutrientes polariza la biopelícula hacia la 
arquitectura filamentosa. Por otro lado, la ausencia de nutrientes favorece el desarrollo 
de una biopelícula compuesta por microcolonias [45]. Respecto al papel del QS en la 
formación de biopelícula se ha descrito que  el sistema SwrI/SwrR favorece el 
movimiento tipo swarming, participa en la maduración de la biopelícula y es necesario 
para la activación de los genes inducidos por C4-HSL: bsmA y bsmB [43, 44]. La ausencia 
de los genes swrI, bsmA y bsmB ocasionan la aparición de fenotipos deficientes en 
autoagregación celular y en la formación de cadenas bacterianas [43]. El sistema 
SmaI/SmaR también parece estar involucrada en la formación de biopelícula, pues su 
ausencia reduce la capacidad de formar esta estructura en aproximada el 50% [47]. 
 
Otro mecanismo que está involucrado en la formación de biopelícula es la respuesta al 
estrés oxidativo, específicamente la que se encuentra bajo el control del regulador OxyR. 
La ausencia de este regulador afecta la expresión de genes fimbriales (fimABCD), lo que 
ocasiona una reducción en la capacidad de formar biopelícula de esta bacteria [51]. 
Adicionalmente, la presencia de adhesinas fimbriales se ha relacionado con la formación 






1.6.- Fimbrias bacterianas 
 
Las fimbrias procariontes se describieron por primera vez a finales de la década de los 
50´s, durante observaciones de bacterias al microscopio electrónico [62]. Los primeros 
experimentos emplearon técnicas serológicas, para la clasificación e identificación de 
estas estructuras [63–66]. Sin embargo, debido a la alta diversidad de dichos apéndices, 
estos experimentos arrojaron resultados que derivaron en la desestimación de las 
fimbrias como elementos patogénicos. Fue hasta el año 1972 cuando se demostró que 
la fimbria K88 de E. coli estaba involucrada en la adherencia a epitelio intestinal de cerdos 
[67]. Actualmente se reconoce que las fimbrias juegan un papel indispensable en la 
adherencia y subsecuente colonización de nichos ecológicos, como pueden ser sustratos 
inertes o bióticos [68]. Además, se ha demostrado que participan en la formación de 
biopelícula, anclando a los microorganismos a la matriz extracelular o entre ellos 
mismos. Otros procesos menos comunes, en los cuales estas estructuras pueden 
contribuir son la evasión a la depredación, tipos especiales de movilidad e intercambio 
de material genético [66].  
 
Las fimbrias se encuentran ampliamente distribuidas en los organismos bacterianos, y 
actualmente se han descrito 4 grandes familias de acuerdo a su mecanismo de 
ensamblaje:  tipo IV, conjugativas F, curli y tipo chaperona-acomodador (CA) [66]. Las 
fimbrias de estas 4 familias difieren estructuralmente, sin embargo, algunas participan 
en procesos similares. Las fimbrias tipo IV son estructuras adherentes que pueden 
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ensamblarse y desensamblarse para permitir el movimiento tipo twitching así como 
captar DNA exógeno [69]. Las fimbrias conjugativas F, forman parte de algunos sistemas 
de secreción tipo IV y participan en la transferencia horizontal de material genético [66]. 
Por otro lado, las fimbrias curli están involucradas en autoagregación bacteriana, 
adherencia a múltiples sustratos y forman parte de la matriz extracelular de algunas 
biopelículas [70]. Por último, las fimbrias tipo CA están involucradas principalmente en 



















1.7.- Fimbrias tipo chaperona-acomodador (CA) 
 
De entre los 4 tipos de fimbrias mencionados previamente, las fimbrias tipo CA son las 
más abundantes entre Proteobacterias. Las fimbrias CA son estructuras filamentosas que 
se extienden extracelularmente desde la membrana externa de la bacterias su longitud 
va de unos cuantos nanómetros hasta varias micras [66, 71, 72]. Las fimbrias CA mejor 
caracterizadas son la fimbria tipo 1 y tipo P, presentes en patógenos como Salmonella y 
E. coli uropatógena (UPEC) [73, 74]. 
 
1.7.1.-Organización genética y biosíntesis 
 
Los componentes genéticos de estas estructuras suelen encontrarse dispuestos en un 
solo operón cuya expresión es controlada por un único promotor. Estos operones están 
compuestos por genes codificantes de unidades estructurales (subunidades fimbriales, 
adhesinas, chaperonas y acomodadores), así como por genes no estructurales 
(reguladores genéticos y proteínas sin función conocida). Las fimbrias tipo CA reciben su 
nombre a partir de dichos componentes, pues son indispensables para la biogénesis de 
estos apéndices[66, 75]. El ensamble de las fimbrias CA requiere la presencia de 1 a 3 
chaperonas fimbriales [76]. Por otro lado, la proteína acomodadora se encuentra 
codificada en una única copia, una característica que esta conservada en todos los 
operones CA reportados a la fecha. Caso contrario, los genes codificantes de 
subunidades y adhesinas pueden encontrarse en más de una copia dependiendo del 
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grupo al que pertenezcan[76]. Por último, en algunos operones existe la presencia de 
genes que codifican proteínas reguladoras, cuya función varía dependiendo del operón 
fimbrial, existiendo numerosos operones fimbriales cuyo mecanismo de regulación se 
desconoce[76]. Por ejemplo, en la fimbria tipo 1 de E. coli la regulación se lleva a cabo 
gracias a una invertasa que controla la dirección en la que se encuentra la región 
promotora[77]. Sin embargo, en la fimbria P la región promotora se encuentra reprimida 
por la proteína Lrp; dicha represión es removida por el secuestro de Lrp por PapI y de la 
metilación de la región promotora, impidiendo la unión de Lrp a esta región genética 
[77]. Además de los reguladores, se ha descrito la presencia de genes sin función 
conocida, sin embargo, debido a su ubicación dentro del operón fimbrial deben de 
cumplir un papel importante en la biogénesis o regulación de estos operones[76].  
 
El mecanismo de ensamblaje de las fimbrias tipo CA se encuentra conservado, comienza 
con la síntesis de los componentes en el citoplasma, los cuales son translocados al 
periplasma a través de la vía Sec [78].  La proteína acomodadora es ensamblada como 
un poro en la membrana externa (ME) con la asistencia de la maquinaria BAM y TAM 
[79]. En el periplasma las chaperonas interaccionan con las subunidades fimbriales o 
adhesinas, dicha interacción mantiene a las subunidades en una conformación 
competente para su posterior secreción, además de prevenir su autoagregación y 
degradación por la proteasa DegP [80]. La interacción de una subunidad fimbrial con su 
respectiva chaperona da lugar a un complejo denominado chaperona-subunidad [78, 
81]. Este complejo proteico se estabiliza mediante la inserción de una hebra de la 
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chaperona dentro de la subunidad fimbrial en un evento denominado complementación 
por hebra donadora [78, 81]. Posteriormente, el complejo chaperona-subunidad se 
dirige hacia la cara periplásmica de la proteína acomodadora, la cual facilita la 
polimerización de las subunidades fimbriales [78, 81]. Cada subunidad es incorporada 
desde la región proximal del filamento a través de un proceso llamado intercambio de 
hebra donadora [78, 81]. De esta manera la chaperona queda libre para captar nuevas 
subunidades y el acomodador puede reconocer el siguiente complejo continuando con 
la elongación del filamento [78, 81]. Una característica importante del ensamblaje del 
filamento es la incorporación de las subunidades en un orden estricto, existiendo en 
algunas fimbrias existe una subunidad terminadora, cuya estructura carece de la 
hendidura receptora por lo que la integración de esta subunidad al filamento finaliza la 
































































































































































































































































































































































1.7.2.-Clasificación de fimbrias tipo CA 
 
Las fimbrias CA están ampliamente distribuidas entre distintos géneros bacterianos, 
presentando morfología, organización genética y funciones variadas. Ante la necesidad 
de agrupar o clasificar estas estructuras, Nuccio y Bäumler sugirieron inferir relaciones 
filogenéticas usando como referencia la secuencia aminoacídica de la proteína 
acomodadora. Lo anterior, debido a que la proteína acomodadora presenta una menor 
variabilidad entre géneros bacterianos e hipotéticamente debe mantenerse conservada 
al no interaccionar con factores externos [76]. Esta clasificación utilizó como 
denominadores letras griegas por lo que se le conoce como “Clasificación Griega”. Por 
otra parte, esta clasificación filogenética de las proteínas acomodadoras evidenció 
características comunes de los operones que las codifican. De acuerdo a lo anterior, 
actualmente se reconocen 6 familias de fimbrias tipo CA: α, β, γ (subdividida en γ1, γ2, γ3 
y γ4), κ, π y σ [76]. Si bien esta clasificación agrupa filogenéticamente estos filamentos, 
existen diferencias estructurales y funcionales entre fimbrias de la misma familia. 
Además, la abundancia de las fimbrias también es variable. Es por estas diferencias que 
es imposible clasificar estos apéndices visualmente mediante microscopía electrónica. 
La información estructural disponible proviene de fimbrias modelo con las que se 
resaltan las posibles características de la familia a la que pertenecen, principalmente de 




La familia α parece agrupar múltiples fimbrias que poseen moléculas adherentes 
que reconocen substratos presentes en el cuerpo humano, como pueden ser 
gangliósidos, azucares y proteínas con residuos de ácido siálico, tejido intestinal y mucina 
[65, 82]. Múltiples factores de colonización de E. coli forman parte de esta familia, todos 
involucrados principalmente en adherencia a tejido intestinal [76, 83]. La estructura de 
estos organelos fimbriales suele presentarse como un eje fimbrial rígido compuesto por 
subunidades mayores, así como por una adhesina ubicada en la punta de la estructura. 
Sin embargo, también se pueden presentar como fibrillas delgadas y flexibles, como es 
el caso de CS5 [84]. 
La familia β está compuesta por un número reducido fimbrias, las cuales han sido 
identificadas en su mayoría por secuenciación genética [76]. Es por esta razón que, hasta 
el momento, no están descritas características funcionales o estructurales de los 
apéndices de esta familia. 
La familia γ está compuesta por operones fimbriales con proteínas acomodadoras 
que se diferencian marcadamente de las otras familias. Esta familia es la que posee más 
miembros con características descritas y de donde proviene la mayoría de la información 
conocida hasta el momento. Sin embargo, el árbol filogenético de esta familia tiene un 
nivel de resolución baja (Valor de Bootstrap: 577), por lo que sus miembros se 
subclasificaron en las subfamilias γ1 a γ4. La fimbria más estudiada de esta familia es la 
fimbria tipo 1 de E. coli, su presencia se ha relacionado con la colonización del tracto 




Dentro de la familia γ1 las fimbrias mejor caracterizadas son la tipo 1 de E. coli, 
Lpf de Salmonella, las fimbria S y 1C de UPEC y la fimbria Atf de Proteus mirabilis [86–
89]. El filamento de este grupo de fimbrias presenta una subunidad mayor y una región 
adherente de menor grosor en la punta [76, 90]. Los miembros representativos de la 
familia γ2 corresponden a las fimbrias CS12, CS18 y F6 de E. coli [91–93]. El apéndice de 
estas estructuras es similar al de la familia γ1, compuesto de un filamento grueso además 
de un filamento delgado con propiedades adherentes en la región distal [76, 92, 94–96]. 
Además, este grupo se caracteriza por la presencia de 3 genes codificantes de 
chaperonas en el operón fimbrial [76].  
En la subfamilia γ3 los miembros  más estudiados son las fimbrias CS3, CS6, Afa y 
Dr (E. coli), así como la fimbria F1 de Yersinia pestis [97–101]. El filamento de las fimbrias 
γ3 está compuesto por 1 o 2 subunidades estructurales que a su vez pueden funcionar 
como adhesinas [76]. Mediante microscopía electrónica se observan como filamentos 
delgados y flexibles aunque también se han descrito como estructuras “afimbriales”, que 
no son observables al microscopio electrónico [76, 98, 102, 103].   
Por último, la subfamilia γ4 agrupa la mayor cantidad de representantes, sin 
embargo, solo se encuentran caracterizadas las fimbrias Mrk de K. pneumoniae, HiB de 
Haemophilus, Acu de Acinetobacter además de CupB y CupC de Pseudomonas 
aeruginosa [104–107]. Morfológicamente las fimbrias γ4 son filamentos delgados y 
flexibles que poseen una adhesina en la punta. Esta adhesina puede estar unida 
directamente al eje fimbrial o formar parte de un filamento delgado localizado en la 
región distal [76].  
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Las fimbrias de la familia κ son estructuras delgadas de 2 a 5 nm de diámetro [108, 109]. 
La mayoría de los operones de esta familia se localizan en plásmidos conjugativos y se 
describen como asociadas a patógenos porcinos [76, 110]. La fimbria K88 es la 
representante de esta familia, siendo la que da el nombre a este grupo [67]. Su 
adherencia es mediada mayormente por subunidades menores, sin embargo, las 
subunidades mayores también pueden contribuir en este proceso [111, 112].   
La familia π se compone de fimbrias poco caracterizadas, siendo la fimbria P de 
E. coli la más estudiada. Esta estructura presenta un eje fimbrial rígido y grueso con 
subunidades mayores dispuestas de forma helicoidal [113, 114]. La adherencia es 
mediada por un filamento delgado que se ubica en la punta de la fimbria, el cual está 
compuesto de varias subunidades menores y por una adhesina [113, 114]. La fimbria P 
en conjunto con la fimbria MR/P de P. mirabilis, se han asociado a procesos infectivos de 
tracto urinario [115, 116]. 
 Por último, las fimbrias de la familia σ se encuentran ampliamente distribuidas en filos 
bacterianos no relacionados por lo que se conocen como fimbrias arcaicas. Existe poca 
información sobre estas estructuras. En relación a su función se ha descrito que la fimbria 
CSU de A. baumannii participa en la formación de biopelícula [117]. También se ha 
identificado que en M. xanthus el operón mcuABCD codifica proteínas de envoltura de 
la espora. Entre estas proteínas están las Proteínas U, que están involucradas en la 
formación de la capa externa de espora [118, 119]. De la información antes mencionada 
se ha hipotetizado que las proteínas U son capaces de ensamblarse en apéndices 
filamentosos no fimbriales [76] . 
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1.8.- Fimbrias tipo CA en S. marcescens 
 
El repertorio completo de fimbrias de S. marcescens reportadas en la literatura se enlista 
en la Tabla 1. La primera descripción de éstas la realizó Amako y colaboradores en 1981, 
dicho grupo demostró que algunas cepas de S. marcescens tenían la capacidad de 
autoagregarse al colocarlas en orina humana; propiedad que se perdía después de 
calentar el cultivo a 55°C por 10 minutos [120]. Ensayos de microscopia electrónica 
revelaron la presencia de 2 filamentos con morfología distinta en la cepa US5 de S. 
marcescens, disrupciones químicas y físicas de dichos filamentos demostraron su 
contribución en autoagregación [120]. Posteriormente, en 1983 Adegbola y 
colaboradores demostraron la presencia ubicua de 3 hemaglutininas fimbriales 
expresadas de manera simultánea entre diferentes cepas de S. marcescens [121, 122]. 
Dichas estructuras de superficie fueron denominadas: hemaglutinina sensible a manosa 
(MS-HA), hemaglutinina resistente a manosa similar a Klebsiella (MR/K) y hemaglutinina 
resistente a manosa similar a Proteus (MR/P) [121, 122]. Este mismo grupo de 
investigadores describió a la fimbria MS-HA como rígida y gruesa con un diámetro de 8 
a 9 nm, y a la fimbria MR/P como delgada y rígida con un diámetro de 3 a 4 nm [121]. 
 
En los años siguientes, Amako y colaboradores describieron en la cepa de S. marcescens 
US5 dos apéndices con morfología diferente: la fimbria SMF-1 y SMF-3 [123, 124]. SMF-
1 se reportó como  flexible y delgada con una longitud de hasta 300 nm y un diámetro 
de 3 nm; con una subunidad fimbrial de 19 kDa y participación en la adherencia a mucina 
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y epitelio urinario [123–125]. En contraste, SMF-3 se describió como rígida y gruesa con 
un diámetro de 5 nm y una longitud promedio de 400 nm [123]. De manera semejante, 
en la cepa de S. marcescens US46 se describieron 3 fimbrias con morfologías distintas, 
aunque no se les asigno un nombre para distinguirlas, razón por la que aquí se les refiere 
como US46-MS, US46-MR1 y US46-MR2. La primera, US46-MS, presentó un diámetro de 
3 nm y capacidad de hemaglutinación sensible a manosa, semejante a SMF-1 de la cepa 
US5 [123, 124, 126]. US46-MS también se asoció con la inducción de superóxido por 
parte de leucocitos polimorfonucleares [127, 128]. Por otro lado, US46-MR1 y US46-MR2 
presentaron hemaglutinación resistente a manosa y tuvieron diámetros de 7 nm y 4.5 
nm, respectivamente [126, 129]. Anticuerpos producidos contra la fimbria de 7 nm de la 
cepa US46 reaccionaron con fimbrias de diferentes cepas de S. marcescens y algunas 
cepas de Klebsiella [129]. Además, se identificó la región genómica que codificaba la 
fimbria de 7 nm; compuesta al menos por los genes smfA, smfC y smfD [126].  
Años después un grupo catalán describió apéndices fimbriales en la cepa de S. 
marcescens ATCC 43821, no relacionados con la fimbria P de E. coli [130]. Estos apéndices 
fueron denominados fimbrias MR-T por presentar hemaglutinación resistente a manosa 
y por ser gruesos (Thick), presentando un diámetro  de 11 nm y una longitud de 0.7-1.0 
µm [130]. Adicional a la resistencia a manosa, esta fimbria también resultó ser resistente 
a D-fructosa, D-arabinosa, D-xylosa, D-glucosa y D-galactosa, indicando que el sustrato 
de esta fimbria carece de dichos azúcares [130, 131]. Además de la adherencia a tejido, 
se reportó que la fimbria MR-T de la cepa de S. marcescens ATCC 43821 era necesaria 
para la adherencia a borosilicato [130]. La descripción de fimbrias en S. marcescens 
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continua hacía el final de la década de los 80´s, Clegg y colaboradores estudiaron la 
presencia de fimbrias con hemaglutinación sensible a manosa en diversas especies de la 
familia Enterobacteriaceae [132, 133]. Sus resultados indicaron que la cepa de S. 
marcescens IA506 presentaba hemaglutinación sensible a manosa asociada a una fimbria 
tipo 1 [133]. Para dicha estructura se describió la secuencia de los genes fimA, fimB, fimC 
y fimD, así como el mapa de restricción de fimA (Tabla 1)[134–136]. Casi dos décadas 
después, en la cepa de S. marcescens MG1 se identificó dicha fimbria tipo 1 como 
necesaria para la adherencia a epitelio de córnea, pero dispensable para la adherencia a 
superficies hidrofóbicas [45]. Además, se descartó que la regulación de este organelo 
estuviera relacionada con la molécula C4-HSL. De manera paralela, otro grupo reportó 
que la regulación de la fimbria tipo 1 (codificada por el operón fimABCD) en la cepa S. 
marcescens-D y el desarrollo de biopelícula se encontraba controlado por OxyR [51].  
Adicionalmente, se describió que el AMP cíclico (cAMP) regula negativamente la 
expresión del operón fimABCD, la eliminación de cydA (codificante de una adenilato 
ciclasa) resulta en la aparición de fenotipos hiperfimbriados y un incremento en la 
formación de biopelícula [137, 138]. El mecanismo preciso de esta regulación aún se 
desconoce, sin embargo se sabe que la proteína receptora de cAMP (CRP) activa la 
expresión del operón flhDC mientras que reprime a oxyR y concomitantemente al operón  
fimABCD [60, 139].  
 
Respecto al estudio de las fimbrias CA en cepas de S. marcescens de México a la fecha 
solo se cuenta con la identificación de la fimbria Lpf codificada en el genoma de S. 
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marcescens SmUNAM836, cepa aislada a partir de un lavado bronquial de un paciente 
con enfermedad pulmonar obstructiva crónica [140]. Esta cepa no es pigmentada y se 
describió como resistente a tobramicina, ciprofloxacina y polimixina B.  
 
En diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae, como E. coli, se han reportado 
un repertorio fimbrial amplio, por lo que se presume que S. marcescens comparte dicha 
característica [74, 83]. Esta noción se ha confirmado recientemente mediante el análisis 
genómico de las cepas SM39 (de origen clínico) y Db11 (aislada de una mosca) [141]. Este 
análisis identificó 6 operones fimbriales hipotéticos conservados en ambas cepas; 
además de 4 y 5 operones fimbriales específicos de la cepa SM39 y Db11, 
respectivamente (Tabla 1). Cabe mencionar que todos los operones fimbriales 
identificados en dicho estudio pertenecen a la familia CA [141]. 
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Tabla 1.- Fimbrias descritas en S. marcescens. 
Fimbria Características estructurales Función descrita Ref. 
MS-HA · Sensible a Manosa · 8-9 nm diámetro · Hemaglutinina [121] 
MR/K · Resistente a Manosa · Hemaglutinina [121] 
MR/P · Resistente a Manosa · 3-4 nm diámetro · Hemaglutinina [121] 
SMF-1 
· Flexible 
· Sensible a Manosa 
· 3 nm diámetro 
· 300 nm de longitud 
· Unión a mucina 
· Adherencia y persistencia en 
epitelio urinario. 




SMF-3 · 5 nm diámetro · 400 nm de longitud · N/D [123] 
US46-
MS · 3 nm de diámetro 
· Involucrada en cicatrización 
renal 







· Resistente a Manosa  
· 7 nm de diámetro 
· N/D [126, 129] 
US46-
MR2 
· Resistente a Manosa  




· 11 nm de diámetro 
· Entre 0.76 y 1.08 µm de 
longitud 
· Adherencia a epitelio urinario 






· Sensible a Manosa 
· Colonización de superficies 
abióticas 
· Formación Biopelícula 
· Expresión inducida por OxyR 
· Expresión reprimida por cAMP 








Las fimbrias CA contribuyen en la patogénesis de diferentes microorganismos, en S. 
marcescens se sugiere su participación en la adherencia a tejidos, sustratos abióticos y 
en la formación de biopelícula [45, 51]. Sin embargo, el papel en la virulencia y/o la 
función específica de estas fimbrias todavía se desconoce.  
 
De acuerdo con los antecedentes previamente descritos, este trabajo se centró en la 
identificación y clasificación de todos los posibles operones fimbriales codificados en el 
pangenoma de S. marcescens. Adicionalmente, para inferir la expresión de las fimbrias 
identificadas se llevó a cabo un análisis transcripcional de los promotores fimbriales 
utilizando como modelo a las cepas Db10 y SmUNAM836. En esta última, además se 
analizó la presencia de estructuras fimbriales mediante microscopía electrónica y se 
interrumpieron los genes codificantes de las proteínas acomodadoras correspondientes 
en tres de los cuatro operones con mayor actividad transcripcional. La caracterización de 
las cepas mutantes reveló una participación diferencial de las fimbrias asociadas en la 










La adhesión y colonización de un tejido representan puntos fundamentales en el 
establecimiento de un cuadro infectivo. La adherencia de la mayoría de las bacterias 
depende de apéndices fimbriales indispensables en la patogénesis bacteriana y en la 
formación de biopelícula. En Serratia marcescens las fimbrias son componentes de 
virulencia poco caracterizados. Por esta razón estudiar las estructuras fimbriales nos 










Identificar y categorizar todos los posibles operones codificantes de fimbrias CA en S. 
marcescens mediante un análisis genómico y evaluar la contribución de las fimbrias de 






1.- Identificar todos los posibles operones fimbriales tipo CA en 39 genomas de S. 
marcescens.  
2.- Determinar la expresión de la región promotora de los operones fimbriales de las 
cepas de S. marcescens SMUNAM836 y Db10.  
3.-Generar cepas de S. marcescens SMUNAM836 mutantes en las fimbrias con mayor 
actividad transcripcional. 
4.- Evaluar la formación de biopelícula, la capacidad de aglutinar levaduras y la 
adherencia a células pulmonares de la cepa S. marcescens SMUNAM836 y las cepas 
isogénicas generadas. 



















Cepas de S. marcescens presentan en su genoma diversos operones que codifican 
estructuras fimbriales las cuales contribuyen de manera diferencial en la formación de 






5. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
5.1.- Análisis Bioinformático 
 
5.1.1.-Generación de secuencias consenso 
Para realizar la búsqueda de operones fimbriales tipo CA se generaron secuencias 
consensos de la secuencia aminoacídica de las familias α, β, γ1, γ2, γ3, γ4, κ, y π. Para las 
familias γ1, γ2, γ3, γ4, κ, y π, se emplearon las secuencias aminoacídicas descritas 
previamente por [76] y se generó un único alineamiento por familia. Por otro lado, los 
integrantes de las familias α y β se agruparon por similitud, generando 3 alineamientos 
distintos por familia. Los alineamientos se incorporaron en el paquete de análisis cons 
(EMBOSS, http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/cons) con parámetros 
estándar, para obtener las secuencias consenso correspondientes. Este procedimiento 
no permitió generar una secuencia consenso para la familia σ, por lo que se 
seleccionaron 13 secuencias representativas (GenBank: AAK88718.1, CAG70003.1, 
AAF12639.1, ABI62227.1, ABI78617.1, ABI56132.1, ABF87854.1, AAY93214.1, 
ABE05058.1, CAD18649.1, BAA10202.1, BAC94284.1, and CAL20339.1).1, AAY93214.1, 
ABE05058.1, CAD18649.1, BAA10202.1, BAC94284.1, and CAL20339.1) para la búsqueda 





5.1.2.-Búsqueda de operones fimbriales CA de S. marcescens 
Las secuencias consenso generadas fueron utilizadas para realizar un tBLASTn limitando 
la búsqueda únicamente a genomas de S. marcescens (taxid: 615) del GenBank. Los 
genes de acomodador identificados se utilizaron para generar una base de datos, la cual 
se depuró de duplicados y falsos positivos. Posteriormente, se analizó el contexto 
genético para confirmar la presencia de por lo menos un gen codificante de proteína 
chaperona y de una subunidad fimbrial. Los genes anotados como hipotéticos fueron 
sometidos a un pBLAST para identificar la presencia de dominios de acomodador, 
chaperona o subunidad fimbrial. En total se analizaron 39 genomas secuenciados de S. 
marcescens (Anexo 2) depositados en la base de datos del NCBI.  
 
5.1.3.-Análisis filogenético y clasificación de operones fimbriales 
Para el análisis filogenético de las proteínas acomodadoras se realizaron dos árboles tipo 
Neighbor-Joining, el primero fue conformado por las 421 secuencias de proteínas 
acomodadoras de S. marcescens aquí identificadas, y el segundo fue compuesto por las 
secuencias antes mencionadas más 189 secuencias reportadas previamente [76]. Las 
secuencias proteicas se alinearon con ClustalX v2, utilizando la matriz BLOSUM 30 para 
alineamientos de pares; mientras que para alineamientos múltiples se empleó la serie 
de matrices BLOSUM. Posteriormente, el programa MEGA X fue utilizado para procesar 
los alineamientos obtenidos en CLUSTAL y generar un árbol tipo Neighbor-Joining, 
utilizando como matriz de sustitución el modelo de Jones-Taylor-Thorton, con 
eliminación en pares y 1000 bootstraps. La clasificación de los operones fimbriales de S. 
 
34 
marcescens se infirió de acuerdo con la filogenia de las proteínas acomodadoras, la 
organización genética y la ubicación en el genoma de los operones fimbriales. 
 
 
5.2 Material Biológico 
 
5.2.1.- Cepas Bacterianas 
Las cepas utilizadas en este estudio se describen en la Tabla 2. Los cultivos bacterianos 
se crecieron rutinariamente en medio Luria-Bertani (LB, 1% peptona, 1% NaCl, 0.5% 
extracto de levadura), medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco/Ham’s F-12 
(50/50; DMEM/F-12; Corning) sin glutamina o Medio Mínimo M9 suplementado con 
0.4% de glucosa (Sigma) y 10mM de MgSO4 (Jalmek). Los cultivos se mantuvieron en 
incubación a 37°C con o sin agitación (195 RPM). Los cultivos de E. coli se suplementaron 
con ampicilina [100 μg/mL], kanamicina [50 μg/mL], cloranfenicol [30 μg/mL] o 
tetraciclina [25 μg/mL], cuando fue requerido. Los cultivos de S. marcescens se 
suplementaron con ampicilina [150 μg/mL], kanamicina [150 μg/mL], cloranfenicol [150 
μg/mL] y/o tetraciclina [25 μg/mL], cuando fue requerido. Las cepas bacterianas 





5.2.2.- Cultivo celular in vitro 
La línea celular de carcinoma pulmonar de células grandes NCI-H460 (RRID:CVCL_0459; 
ATCC® HTB-177™) se cultivó utilizando medio DMEM/F-12 suplementado con suero fetal 
bovino (FBS) al 10% y con 10mM de buffer HEPES realizando cambios de medio cada 3 
días y cosechando al alcanzar una confluencia del 80%. La propagación del cultivo se 
realizó desprendiendo las células con 3 mL de EDTA 0.5mM por 8 min a 37°C en una 
atmosfera de 5% CO2. El EDTA se inactivo con 2 volúmenes de medio completo y las 
células desprendidas se transfirieron a un tubo cónico de 15 mL para ser centrifugadas 
por 5 min a 1000 RPM. La viabilidad de las células se analizó con azul tripano en una 
relación 1:1 y el conteo se realizó en un hemocitómetro.  
 
Tabla 2.- Lista de cepas bacterianas utilizadas en este estudio  
Cepa Descripción Referencia 
E. coli    
Dh5α 
F¯ ϕ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) 
U169 endA1 recA1 hsdR17(rK¯ mK+ ) 
supE44 thi-1 ∆gyrA96 relA1 
Colección de 
Laboratorio 
S. marcescens    
SmUNAM836 Aislado clínico de paciente con 
bronquitis.  [140] 
SmUNAM836ΔfgooC::nptII SmUNAM836 con reemplazamiento 
del fgooC por nptII Este trabajo 
SmUNAM836ΔfgovC::nptII SmUNAM836 con reemplazamiento 
del fgovC por nptII Este trabajo 
SmUNAM836ΔfpsC::nptII SmUNAM836 con reemplazamiento 
del fpsC por nptII Este trabajo 
Db10 Aislado de D. melanogaster [142] 
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5.3 Manipulación de DNA 
 
Para la extracción de DNA genómico y limpieza de productos de PCR se utilizaron los kits 
E.Z.N.A. de OMEGA Bio-Tek. Para la extracción de DNA plasmídico se utilizó el kit Fast-n-
Easy Plasmid Mini Prep (JENA Bioscience). En ambos casos se siguieron las instrucciones 
del fabricante.  
Los plásmidos utilizados y las construcciones generadas en este estudio se enlistan en la 
tabla 3. Todos los oligonucleótidos utilizados en este estudio se describen en las Tablas 
4 y 5. El diseño de oligonucleótidos se realizó utilizando como referencia las secuencias 
genómicas de las cepas de S. marcescens SmUNAM836 (NZ_CP012685.1) y Db10 
(HG326223.1).  
 
5.3.1 Clonación de regiones promotoras  
Cada una de las regiones promotoras se amplificó mediante PCR con la enzima Accuzyme 
(Meridian Bioscience), utilizando los pares de oligonucleótidos correspondientes (Tabla 
6). Las condiciones de amplificación utilizadas se indican en el Anexo 1. Los productos de 
PCR se purificaron mediante el kit comercial E.Z.N.A. de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante. Los productos de PCR purificados (≈2 μg) se digirieron con las enzimas EcoRI 
(Invitrogen) y BamHI (Invitrogen) a 35°C por 3 h 30 min, el plásmido pSEVA246 (≈25 μg) 
fue digerido con las mismas enzimas. Todas las reacciones de digestión enzimática se 
limpiaron mediante el kit Omega EZNA y se eluyeron en un volumen final de 30 μL de 
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H2O. Estas digestiones se ligaron en una relación vector:inserto de 2:1 con la enzima T4 
Ligasa (Invitrogen). Las ligaciones se incubaron por 18 h a 16°C o por 24 h a 4°C. Las 
reacciones de ligación se precipitaron con 5 volúmenes de etanol absoluto por 24 h, y se 
centrifugaron a 4°C por 30 min 17000 × g. La pastilla resultante se lavó con etanol 70 % 
y resuspendió en 10 μL de H2O.  
 
5.3.2 Generación de cepas mutantes de S. marcescens 
La mutagénesis se realizó mediante el sistema λ-Red [143]. Los casetes de resistencia a 
kanamicina con regiones homologas al gen de interés se amplificaron utilizando los 
oligonucleótidos de la Tabla 5 y las condiciones indicadas en el Anexo 1. Los productos 
de PCR se precipitaron por 18 h utilizando isopropanol frío, se centrifugaron a 17000 × g 
a 4°C por 30 min y se descartó el sobrenadante. Posteriormente, la pastilla se lavó con 1 
mL de etanol 70 %, se centrifugó por 30 min, se descartó el sobrenadante y se dejó secar. 
Posteriormente, la pastilla se resuspendió en 10 μL de H2O estéril y todo el volumen se 
utilizó para electroporar células de S. marcescens SmUNAM836 portadora del plásmido 
pKD78. Las células se recuperaron en LB por 1 h en agitación y se sembraron en agar LB 
suplementado con kanamicina. Las colonias resultantes fueron analizadas mediante PCR 
utilizando los oligonucleótidos ScM_FgooC, ScM_FgovC y ScM_FpsC-F (Tabla 5). 
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Tabla 3.- Plásmidos utilizados y construcciones generadas. 
Plásmido/ 
Construcción Descripción Referencia 
pSEVA246 Vector reportero que contiene el operon luxCDABE, un gen de resistencia a kanamicina y el origen de replicación ColE1 
[144] 
pSmAO Promotor fimbrial fao de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio. 
pSmGO1 Promotor fimbrial fgoo de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmGO4 Promotor fimbrial fgof de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmGO5-
836 Promotor fimbrial fgov de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. 
Este estudio 
pSmGF1-836 Promotor fimbrial fgfo de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmGF2 Promotor fimbrial fgft de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmPO Promotor fimbrial fpo de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmPT Promotor fimbrial fpt de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmPV Promotor fimbrial fpv de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmPS Promotor fimbrial fps de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmPN Promotor fimbrial fpn de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmSO Promotor fimbrial fso de SmUNAM836 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmBT Promotor fimbrial fbt de Db10 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmGO2 Promotor fimbrial fgot de Db10 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmGO5-
Db10 Promotor fimbrial fgov de Db10 clonado en pSEVA246. 
Este estudio 
pSmGF1-
Db10 Promotor fimbrial fgfo de Db10 clonado en pSEVA246. 
Este estudio 
pSmPF Promotor fimbrial fpf de Db10 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pSmNC6 Promotor fimbrial ncf6 de Db10 clonado en pSEVA246. Este estudio 
pJT04 Vector pIN62 que codifica DSRed, TcR [146] 
pKD4 Plásmido templado para amplificar un casete de resistencia a kanamicina. 
[143] 
pKD78 
Plásmido con origen de replicación termosensible repA101-ts. 





Tabla 4.- Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de regiones promotoras. 
Oligo Secuencia 5´-3´ Sitio de restricción Propósito 
pfao-F 5’ TATAGAATTCAAATGTGGCAAGAGTCACCT 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fao de SmUNAM836. pfao-R 5’ TATAGGATCCGGTATAACTCCCTTCAATGT 3’ BamHI 
pfgoo-F 5’ TATAGGATCCCCTACTTTCCTTAAAATTATG 3’ BamHI Amplif. del promotor 
fgoo de SmUNAM836. pfgoo-R 5’ TATAGAATTCCGTTAAGGAGTCACTTTGAA 3’ EcoRI 
pfgof-F 5’ TATAGAATTCATGGATAACCTCATCCAGC 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fgof de SmUNAM836. pfgof-R 5’ TGTGGGATCCGTACTTATTCATATAAATATCC 3’ BamHI 
pfgov-F 5’ TATAGAATTCGTCGACAGACCATTTAACG 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fgov de SmUNAM836. pfgov-R 5’ TATAGGATCCCAGTTGCAGACAATACCAG 3’ BamHI 
pfgfo1-F 5’ TATAGAATTCCTAGGAGTTCGTTATTTTGTCAC 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fgfo de SmUNAM836. pfgfo1-R 5’ TATAGGATCCGAGATAAAACTCCATAACAGTTTGG 3’ BamHI 
pfgft-F 5’ TATAGGATCCGTGAAATGCCCTTTAATTTAC 3’ BamHI Amplif. del promotor 
fgft de SmUNAM836. pfgft-R 5’ TCTAGAATTCTGCAAAGTACACCGATATAA 3’ EcoRI 
pfpo-F 5’ TATAGAATTCAGTCGATCTAATATCTCGCATAAC 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fpo de SmUNAM836. pfpo-R 5’ TATAGGATCCTCATTTCTCAGGTTCCTGTAG 3’ BamHI 
pfpt-F 5’ TATAGGATCCCACGCCAAACGCCAGAACAG 3´ BamHI Amplif. del promotor 
fpt de SmUNAM836. pfpt-R 5’ TGATCAGAATTCGCTTTTACGATCTGTTGTC 3´ EcoRI 
pfpv-F 5’ TATAGGATCCTATAACCAATTATCCTTAATCG 3´ BamHI Amplif. del promotor 
fpv de SmUNAM836. pfpv-R 5’ TATAGAATTCCAATAACCCTGATTCTCTGT 3´ EcoRI 
pfps-F 5’ TATAGAATTCCTGTGCTTAGGCAGGGGTGG 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fps de SmUNAM836. pfps-R 5’ TATAGGATCCCCAAATGCAATCACTGCAGC 3’ BamHI 
pfso-F 5’ TATAGGATCCCTTATATTCCTTGCCGTATGA 3’ BamHI Amplif. del promotor 
fso de SmUNAM836. pfso-R 5’ TATAGAATTCGGCGATGAATGCATCGTCAC 3’ EcoRI 
pfbt-F 5’ TATAGAATTCTCACGGCAAAAGTGCGCGCC 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fbt de Db10. pfbt-R 5’ TATAGGATCCATGCCGTTGCCTTCCAACTG 3’ BamHI 
pfgot-F 5’ TGTGGGATCCTACTTTTTCATATAAGTCCC 3’ BamHI Amplif. del promotor 
fgot de Db10. pfgot-R 5’ TATAGAATTCGGTTTGGTCTTTTGGTGAGC 3’ EcoRI 
pfgov2-F 5’ TATAGAATTCCAGCAATTGTCCCGATTTCG 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fgov de Db10. pfgov2-R 5’ TCTCGGATCCATTTAGACTCTCGATGAATT 3’ BamHI 
pfgfo2-F 5’ TATAGAATTCGAGGAGAAGGAGGGAAGGAATCTAAG 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fgfo de Db10. pfgfo2-R 5’ TATAGGATCCCCATTACTTTCTTCGCTGAGAGAGC 3’ BamHI 
pfpf-F 5’ TATAGAATTCCTCACTTCAACTTTCCTGTC 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
fpf de Db10. pfpf-R 5’ TATAGGATCCGCCAGCATGATTTTATTCAG 3’ BamHI 
pncf6-F 5’ TGTGGAATTCCATTTTATTTACCCGTCAAC 3’ EcoRI Amplif. del promotor 
ncf6 de Db10. pncf6-R 5’ TGTGGGATCCATAGAGATTCCTTACATTCC 3’ BamHI 
158 5’ AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 3’ N/A Cribaje de clonaciones 




Tabla 5.- Oligonucleótidos usados en la mutagénesis de los genes codificantes de las proteínas 
acomodadoras. 
Oligo Secuencia 5´-3´ Propósito 
Mut_Fgoo-F 5’ ATT GCC CCAC TTA ACC CGC AAC CGC CCG CTA TCC GCC AGG CCA GCG TG TAG GCT GGA GCT GCT TC   3’ 
Obtención de amplicón 
mutagénico con 
resistencia a Km y regiones 
homólogas al gen fgooC 
Mut_Fgoo-R 5’ GGC ACG GCT TAT GCG CGC GAT TAT TTC AAC CCG GCG TTG CTG GAA CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG   3’ 
Mut_Fgov-F 5’GGA GTG AAG CGG CGC TGG CAG AGT TTA ACA TGT CGT TTA TTC ACG TGT AGG CTG GAG CTG CTTC 3’ 
Obtención de amplicón 
mutagénico con 
resistencia a Km y regiones 
homólogas al gen fgovC 
Mut_Fgov-R 5’CTG GTC GGC TTT CGG CCC CCA TTT GAT CGT CAG TTT CTC ACC CGC CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG 3’ 
Mut_Fps-F 5’ GGT CTA TGC CGC CGA CGT GAT TCA ATT CAA TAC CGA CGT ATT GGA GTG TAG GCT GGA GCT GCT TC  3’  
Obtención de amplicón 
mutagénico con 
resistencia a Km y regiones 
homólogas al gen fpsC 
Mut_Fps-R 5’ CAG CTG GAT TTC ACA CTG CGC CGC GCC GTT CCA GTG CAC GCT CAT CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG    3’ 
ScM_FgooC-F GAA CAC ACT GCC CGA AAG CCG CCT   Confirmación de la 
mutación del gen fgooC ScM_FgooC-F GCT CCG GAA TAA CGC TGG AGC AGG   
ScM_FgovC-F CAG GGA ATG GCA AAT CAA CG Confirmación de la 
mutación del gen fgovC ScM_FgovC-R CAG TTT TTG GCA TTG CAG GG 
ScM_FpsC-F CGAGTGCTGAATTATTCCATGACGT  Confirmación de la 
mutación del gen fpsC ScM_FpsC-F GATACGGCAACTGTTTGTTCTGGTT 
 
5.3.3.-Preparación de células electrocompetentes 
Las cepas de E. coli o S. marcescens se sembraron en caldo LB toda la noche. 
Posteriormente los cultivos se diluyeron en una proporción 1:100 en medio LB y se 
incubó a 37°C en agitación hasta alcanzar una DO600 0.5-0.6. Para las cepas con el 
plásmido pKD78, el crecimiento se realizó en LB suplementado con 1mM de L-arabinosa 
(MARCA) e incubadas a 30°C. Una vez alcanzada esta densidad óptica se centrifugó a 
7400 × g a 4°C durante 30 min, la pastilla resultante se lavó con 5mL de H2O estéril fría. 
Posteriormente, se agregó un volumen igual de H2O fría estéril y se mezcló por inversión, 
se centrifugó, este proceso se repitió tres veces. Finalmente, la pastilla se resuspendió 
en 1.5 mL de glicerol 20% y las células se distribuyeron en alícuotas de 100 μL y se 
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conservaron a -70°C. Las células para mutagénesis se resuspendieron en 200 μL de 
glicerol 20% y se electroporaron directamente.  
 
5.3.4 Electroporación  
A cada alícuota de células electrocompetentes se agregó 2 μL de plásmido cerrado o el 
volumen total de los amplicones mutagénicos o ligaciones precipitadas y se dejaron 
interaccionar en hielo por 5 min. Posteriormente se transfirieron a una celda de 
electroporación de 1 mm de grosor y se les aplicó un pulso eléctrico de 1800 V. 
Inmediatamente, se adicionaron 800 μL de medio LB y se incubaron a 37° C durante 1 
hora o a 30 °C por 3 h (para cepas pKD78 positivas). Finalmente, 150 μL de los cultivos 














5.4.-Cuantificación de la expresión de promotores fimbriales 
 
Las cepas de S. marcescens SmUNAM836 y Db10 transformadas con las construcciones 
promotor-pSEVA246 (Tabla 3) se incubaron toda la noche a 37°C en agitación. Al día 
siguiente, 2 mL de los cultivos se centrifugaron a 17000 x g por 10 min, el sobrenadante 
se descartó y la pastilla se resuspendió en 1 mL de H2O estéril. Se determinó la 
absorbancia de la suspensión bacteriana utilizando un espectrofotómetro (UNICO 1100 
RS).  Dicha suspensión se utilizó para inocular 7 mL de medio LB, DMEM o M9 ajustando 
a una DO600 de 0.05. Los medios inoculados se incubaron en agitación o en condiciones 
estáticas a 37°C. Alícuotas de 180 μL se tomaron a las 6 h y 24 h, y se transfirieron a una 
placa de 96 pozos blanca con fondo transparente. La placa se mantuvo en oscuridad por 
15 min para extinguir la señal lumínica. Posteriormente, las unidades relativas de 
luminiscencia (RLU) y la absorbancia de los cultivos DO600 nm se determinaron en el 









5.5.-Formación de biopelícula en poliestireno 
 
Las cepas de S. marcescens SmUNAM836 y las cepas isogénicas generadas se sembraron 
en caldo LB toda la noche a 37°C en agitación. Estos cultivos se diluyeron en relación 1:5 
en medio LB y 5 μL de dicha suspensión bacteriana se utilizó para inocular 140 μL de 
caldo LB en placas de 96 pozos. Los cultivos se incubaron a 37°C en crecimiento estático 
dentro de una cámara húmeda parcialmente descubierta. Una vez transcurrido el tiempo 
de incubación se retiró el sobrenadante de los pozos y estos se lavaron 3 veces con H2O. 
Para teñir la biopelícula formada en el material plástico se agregaron 200 μL de 1% Cristal 
Violeta filtrado y se incubó a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente, se 
retiró el colorante de los pozos y se lavaron 3 veces con H2O. Se agregaron 150 μL de 
ácido acético 33% por 30 min, para solubilizar el colorante. Por último, se determinó la 
absorbancia OD595 usando el lector Multiskan Sky (ThermoScientific).  
 
5.6.-Formación de biopelícula en borosilicato 
 
La cepa de S. marcescens SmUNAM836 y las cepas isogénicas generadas se incubaron en 
medio LB por 18 h. Posteriormente, 100 μL de estos cultivos fueron utilizados para 
inocular 3 mL de caldo LB, los cuales se incubaron por 24 h en agitación a 230 RPM. 
Luego, se agregaron 260 μL de paraformaldehido 37% (Sigma) y se incubaron a 
temperatura ambiente por 1 h. Después, los cultivos bacterianos se decantaron, se 
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lavaron 3 veces con agua destilada y se dejaron secar al aire. Para teñir la biopelícula 
formada se agregaron 4 mL de Cristal Violeta 1% filtrado y se incubaron durante 1 h, se 
lavó el exceso de colorante y se dejó secar al aire. La capacidad de formar biopelícula se 
analizó y comparó de manera cualitativa. 
 
5.7.-Formación de biopelícula AL en medio líquido (Pellicle) 
 
La cepa de S. marcescens SmUNAM836 y las cepas isogénicas generadas se incubaron en 
medio LB a 37°C por 24 h a 230 RPM. Una vez finalizada esta incubación, se tomó 1 mL 
de los cultivos bacterianos para inocular vasos de precipitado de 50mL que contenían 15 
mL de medio LB. La incubación se realizó a 37°C a 230 RPM por 24 h. Al concluir la 
incubación, los vasos se retiraron y la formación de biopelícula en la interfaz aire-agua 
se analizó de manera cualitativa como positiva o negativa. 
 
5.8.- Movilidad en superficie semisólida (swarming) 
 
La movilidad tipo swarming se evaluó en medio mínimo M8 (Na2HPO4 0.6%, KH2PO4 
0.3%, NaCl 0.05%, Dextrosa 0.2% y Triptona 0.5%) y medio infusión cerebro-corazón, con 
0.8 % de agar bacteriológico [147] . Las placas se inocularon con 2.5 μL de cultivos de 24 
h de S. marcescens SmUNAM836 o de las cepas isogénicas generadas y se incubaron en 
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una cámara húmeda en oscuridad a temperatura ambiente por 24 y 48 h. El patrón de 
desplazamiento se analizó de manera cualitativa. 
 
5.9.-Adherencia a células pulmonares NCI-H460 
 
Un total de 75,000 células NCI-H460 se sembraron e incubaron por 24 h a 37 °C con 5 % 
CO2. Las células NCI-H460 se tiñeron con 1 μg/mL de Hoechst 33342 (ThermoScientific) 
durante 1 h, y se lavaron 3 veces con PBS 1X. Cultivos de la cepa S. marcescens 
SmUNAM836 y las cepas isogénicas generadas ajustados a una DO600 de 0.1 en PBS se 
tiñeron con 10 μg/mL naranja de acridina durante 1 hora en oscuridad, posteriormente 
las células se centrifugaron a 100 × g y resuspendieron en un volumen igual de PBS 
estéril. Las células NCI-H460 se infectaron con una MOI 1:50 de cada suspensión 
bacteriana teñida con naranja de acridina. La suspensión se centrifugó por 5 min a XX × 
g y se incubaron durante 10 min a 37 °C. Las bacterias no adheridas se lavaron con PBS 
1X y las células se fijaron con 3 % paraformaldehido (SIGMA). Los valores de fluorescencia 
a 460 nm (células NCI-H460) y 538 nm (células bacterianas) se determinaron utilizando 
el Fluroskan (ThermoScientific). Los datos se reportaron como una relación de 






5.10.- Microscopía electrónica de transmisión 
 
Se prepararon cultivos de 24 h de S. marcescens SmUNAM836 en medio M9. Luego, 4 
mL de los cultivos bacterianos fueron centrifugados a 100 x g por 5 min. El sobrenadante 
fue aspirado cuidadosamente y la pastilla se resuspendió suavemente en un volumen 
igual de PBS 1X; este proceso se repitió 2 veces más. Luego, la pastilla fue resuspendida 
suavemente en 500 μL de PBS 1X. Posteriormente, 10 μL de la suspensión bacteriana 
fueron colocados en Parafilm y sobre esta gota se flotó una rejilla de cobre (cuadricula 
de 300 cubierta con Formvar; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA). Se permitió la 
interacción de la rejilla con la suspensión bacteriana por 1 min para luego realizar 3 
lavados sobre gotas de agua miliQ estéril. En todos los casos, el exceso de líquido fue 
removido haciendo uso de tiras de papel filtro. Finalmente, se agregó acetato de uranilo 
al 1% como contraste por 10 min, seguido de 3 lavados de 1 min en PBS 1X.  
De manera alternativa, se realizaron preparaciones especiales que consistieron en la 
remoción física de las proteínas de membrana. Esto se realizó utilizando cultivos de 100 
mL de la cepa SmUNAM836 incubados por 24 h en medio M9. A estos cultivos se les 
agrego inhibidor de proteasas cOmplete EDTA-free (Roche), de acuerdo a las 
indicaciones del manufacturante. Posteriormente, este cultivo se dividió en volúmenes 
iguales en 4 tubos cónicos de 50 mL.  Para el desprendimiento mecánico se utilizaron 2 
tubos de manera simultánea, sometiéndolos a agitaciones en vortex con una duración 
de 5 min. Al finalizar cada agitación, los tubos se colocaron en hielo para prevenir la 
desnaturalización por fricción. Este proceso se repitió un total de 5 veces y los tubos se 
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centrifugaron a 13 000 RPM por 15 min. Luego, el sobrendadante se transfirió a un tubo 
limpio y se centrifugó a 100000 x g por 1 h en una ultracentrífuga (Beckman Coulter Life 
Science). El sobrenadante se decantó, la pastilla se resuspendió en agua miliQ y transfirió 
a micro tubos de 1.5 mL. Esta fracción contuvo las proteínas de membrana desprendidas 
de la bacteria y fue la que se utilizó para preparaciones de microscopía electrónica como 





5.11.- Análisis estadísticos 
 
Para el análisis transcripcional de promotores fimbriales se empleó una ANOVA de dos 
vías con la prueba LSD de Fischer; el punto de significancia estadística se estableció como 
p<0.05. Para la comparación de fenotipos entre mutantes y cepa silvestre, los datos se 






6.1.-Búsqueda e identificación de operones tipo CA en genomas de S. marcescens 
 
Para llevar a cabo la búsqueda de los operones codificantes de tipo fimbrias CA en S. 
marcescens se generaron secuencias consenso de las proteínas acomodadoras 
pertenecientes a las familias α, β, γ, κ y π.  Cada secuencia consenso, así como 13 
secuencias individuales de proteínas acomodadoras σ, fueron utilizadas como semilla de 
búsqueda en un tBLAST seleccionando como blanco la base de datos genómica de S. 
marcescens. De acuerdo con estas búsquedas, se identificaron un total de 421 proteínas 
acomodadoras codificadas en 39 genomas de S. marcescens analizados. Posteriormente, 
las 421 secuencias de proteínas acomodadoras se alinearon mediante ClustalX y se 
































Figura 2. Árbol filogenético tipo Neighbor-Joining no enraizado de las 421 proteínas 
acomodadoras identificadas en 39 genomas de S. marcescens. Cada recuadro en color 
indica un operón fimbrial conservado y todas las ramas que lo componen presentan una 
arquitectura genética similar. Los recuadros en blanco indican operones no conservados 
y los operones de las ramas que lo componen no comparten la misma organización 
genética. Las familias a las que pertenecen los operones conservados se indican en 
diferentes colores. El análisis filogenético comprendió un total de 1077 posiciones 
aminoacídicas y un valor bootstrap de 1000. Todas las proteínas acomodadoras usadas 
pertenecían a un operón fimbrial completo; no se usaron pseudogenes ni genes con 
desplazamiento en el marco de lectura.
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Posteriormente, se realizó una búsqueda manual, para analizar la organización genética, 
la ubicación genómica y el contexto genético de los genes codificantes de las proteínas 
acomodadoras. De acuerdo a lo anterior, se determinó que el fimbrioma CA de S. 
marcescens está compuesto por 20 operones fimbriales conservados y 17 operones 
fimbriales no conservados (Figura 3 y Tabla 6). Los operones conservados poseen 
características que indican estabilidad en el genoma, tales como un mismo contexto 
genético, una ubicación similar en el genoma y ausencia de elementos genéticos móviles 
(Figura R2). Por otro lado, los operones fimbriales no conservados o ncf (por sus siglas 
en inglés, non-conserved fimbriae) comparten un nodo dentro del árbol filogenético 
pero no presentan un mismo contexto genético, se encuentran en zonas distintas del 
genoma y están flanqueados por múltiples elementos que sugieren adquisición 
mediante transferencia horizontal (Tabla 6). La clasificación por familia de cada operón 
se realizó mediante un segundo análisis filogenético tipo Neighbor-Joining en el cual se 
adicionaron 189 proteínas acomodadoras previamente clasificadas por Nuccio y Baumler 
[76]. En el caso de los operones conservados, se evidenció que en el fimbrioma CA de los 
39 genomas de S. marcescens analizados están codificados 2 operones de la familia α y 
2 de la β; 5 operones de la subfamilia γ1 y 3 de la γ4; así como 7 operones de la familia π. 
Además, se identificó 1 operón de la familia σ (Figura 2) y ninguno perteneciente a la 
familia κ. Por otro lado, los 17 operones ncf se distribuyeron de la siguiente manera: 3 






































Figura 3. Organización genética y distribución de los 20 operones tipo CA conservados 
de S. marcescens. La distribución se muestra en porcentajes relativo a los 39 genomas 
analizados. Los operones esta representados en diagramas de flechas que indican la 
dirección de la transcripción. Los componentes de cada operón están catalogados en 
colores de acuerdo a su función hipotética asignada por el NCBI-CDD. Las diagonales 
dentro de una flecha indica que ese gen puede estar ausente en algunas cepas; (*) indica 
que puede haber 1 o 2 genes en esa posición; (¶) indica que el número de subunidades 
puede variar entre 1 y 5. 
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Para poder distinguir cada uno de los 20 operones conservados mencionados, se 
estableció una nomenclatura basada en la familia a la que pertenecen. Esta 
nomenclatura se compone por un código de 3 letras (ej. fao corresponde a fimbriae 
alpha operon one) o de 4 letras para aquellos operones de las subfamilias γ (ej. fgov 
corresponde a fimbriae gamma one operon five). En los casos en que la primera letra del 
número se encuentra asignada previamente, se utilizó la primera consonante (ej. fph 
corresponde a fimbriae pi three). Para los ncf se asignó una nomenclatura distinta, en la 
cual se utilizan únicamente las siglas ncf seguidas de un número consecutivo (ej. ncf1, 
ncf2, ncf3, etc). 
 
Interesantemente, encontramos que los operones fgoo, fgov, fgfo, fgft, fpo, fps y fso se 
encontraban en ≥94% de las cepas analizadas por lo que se les denominó como operones 
centrales o core (Figura 3). Por el contrario, cada operón ncf se encontró únicamente en 
el rango de 1 a 3 genomas (Tabla 6). Doce de los diecisiete operones ncf estuvieron 
codificadas en un único genoma, mientras que ncf2 y ncf6 se encontraron en 2 genomas. 
Por último, los operones ncf1, ncf5 y ncf8 se identificaron en 3 cepas distintas. Además, 























Adicionalmente, se llevó a cabo un escrutinio manual para evidenciar una posible 
distribución de los operones fimbriales dependiente del origen de los aislados. Se 
encontró que el operón fpv estaba presente principalmente en cepas de origen clínico, 
mientras que fat solo estaba en cepas de origen ambiental (Figura 4). 
Tabla 6. Distribución y ubicación de los operones ncf de S. marcescens  
Familia Operón Cepa Ubicación en el genoma 
γ1 
ncf1 
Strain 1274 3271366 
UMH2 3433094 
UMH5 3814401; 50422829 
ncf2 
Strain 1274 4291001 
UMH8 5104869 
ncf3 UMH5 292442 














ncf 9 AS1 5478606 





ncf13 N4-5 1162209 
ncf14 WW4 116754  
ncf15 4110612 














































































































































































































































































































































6.2.- Actividad transcripcional de operones fimbriales tipo CA de las cepas de S. 
marcescens SmUNAM836 y Db10. 
 
Una vez elucidado el fimbrioma de S. marcescens, se realizó un análisis de la actividad 
transcripcional bajo condiciones controladas de los promotores fimbriales de las cepas 
SmUNAM836 y Db10. Las distintas regiones promotoras de los operones fimbriales se 
fusionaron al operón luxCDABE (Tabla 3).  Estas dos cepas de S. marcescens comparten 
todos los operones denominados core, de los cuales fgft, fpo, fps y fso poseen una región 
promotora con una identidad promedio del 91%; mientras que la homología de la región 
promotora de fgov es del 83%.  En contraste, las regiones promotoras de los operones 
fgfo carecen de similitud. Por lo anterior, se utilizaron las construcciones derivadas de 
las regiones promotoras de fgft, fpo, fps y fso de la cepa SmUNAM836 para realizar 
también la evaluación en la cepa Db10. El resto de los promotores, incluidos fgov y fgfo, 
fueron obtenidos amplificando la región respectiva en cada cepa. 
 
La determinación de la producción de luminiscencia se realizó bajo distintas condiciones: 
medio rico en nutrientes (LB), medio de cultivo celular (DMEM-F12) y medio bajo en 
nutrientes (M9). Observamos que las cepas utilizadas crecían de manera distinta 
dependiendo del medio de cultivo. Sin embargo, las fases de crecimiento se alcanzaron 
en tiempos similares (Figura 5). Por esta razón se establecieron dos puntos de muestro: 
6h y 24 h. El primer tiempo corresponde a la fase logarítmica en los medios LB y DMEM, 
mientras que en M9 el cultivo se halla en fase logarítmica tardía. En el momento de la 
















Figura 5. Curva de crecimiento de las cepas SmUNAM836 y Db10. Las cepas se 
inocularon en tubos de 15x100 y se realizaron lecturas cada 2 h hasta alcanzar las 24 h 
de crecimiento. En glifos grises se muestra la cepa SmUNAM836 y en glifos vacíos la cepa 
Db10. El medio LB se indica con un círculo, DMEM con un cuadrado y M9 con un rombo. 
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En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos, donde se observó que todos los 
promotores fimbriales presentan niveles de luminiscencia. Sin embargo, los valores de 
actividad lumínica fueron variados entre los distintos promotores y el medio de cultivo. 
Por lo anterior, los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vías, el cual mostró 
que existe diferencia estadísticamente significativa (p>0.0001) en la expresión de los 
operones de ambas cepas dependiendo del medio utilizado (Figura 6). 
Interesantemente, aún con niveles de crecimiento bajo (Figura 5), la actividad 
transcripcional de ambas cepas fue mayor bajo las condiciones limitantes provistas por 
el medio M9 (Figura 6). En las dos cepas analizadas, los promotores que tuvieron mayor 
actividad pertenecen al fimbrioma core: fpo, fps y fgov. Sin embargo, en la cepa 
SmUNAM836 la actividad se observó durante la fase exponencial y estacionaria. 
Adicionalmente, en la cepa SmUNAM836 el promotor de fgoo tuvo valores similares a 
los promotores antes mencionados (Figura 6). Por otro lado, la cepa Db10 presentó 
valores de expresión mayores durante la fase exponencial, los cuales se redujeron 
ligeramente al alcanzar la fase estacionaria (Figura 6). De los operones core, fso mostró 
una expresión 233 veces mayor en la cepa SmUNAM836 en comparación con la cepa 
Db10 en medio M9. En contraste, fgfo presentó una expresión 74 veces mayor en la cepa 
Db10 en medio M9. Cabe señalar que el promotor fgfo presentó una gran variabilidad. 
Un análisis comparativo de los componentes de estas regiones promotoras demuestra 
que los elementos que las componen no son compartidos, existiendo una pérdida de 
esta región en la cepa SmUNAM836. El sexto promotor de los operones fimbriales core, 
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fgft, se comportó de manera similar en ambas cepas, presentando los niveles de 
luminiscencia más bajos de todos los promotores (Figura 6).  
 
Del resto de los promotores, en SmUNAM836 fgof y fpt tuvieron la mayor expresión en 
medio M9, mientras que fao y fpv tuvieron los valores más bajos. Mientras que en la 
cepa Db10 fbt fue el que presentó una mayor expresión durante la fase exponencial y 
estacionaria. En contraste, fso y ncf6 tuvieron valores extremadamente bajos al alcanzar 
la fase estacionaria. Estos resultados sugieren que en S. marcescens existe una expresión 






















































































































































6.3.- Mutagénesis de proteínas acomodadoras 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos de actividad transcripcional de los promotores 
fimbriales se seleccionaron los operones fgoo, fgov y fps para continuar 
caracterizándolos. Debido a que la proteína acomodadora es indispensable para el 
ensamblaje de las fimbrias CA se decidió substituir en S. marcescens SmUNAM836 el gen 
codificante de dicha proteína en los operones fgoo, fgov y fps por un gen casete de 
resistencia a kanamicina mediante el sistema de λ-Red. 
Las substitución de los genes correspondientes en las cepas resultantes 
SmUNAM836ΔfgooC::nptII, SmUNAM836ΔfgovC::nptII y SmUNAM836ΔfpoC::nptII se  
confirmó mediante la amplificación de la región cromosómica de cada cepa (Figura 7). 








Figura 7. Mutación de los genes fgooC, fgovC y fpsC de S. marcescens SmUNAM836. Gel 
de agarosa al 1% mostrando la amplificación por PCR de los genes fgooC, fgovC y fpsC en 





6.4.- Formación de biopelícula en medio líquido. 
 
Las biopelículas en medio líquido (pellicles en inglés) también se denominan biopelículas 
AL (Aire-líquido) debido a que suelen formarse en dicha interfaz, en S. marcescens se 
desconocen los componentes que favorecen el desarrollo y maduración de esta 
estructura por lo que se evaluó la formación de biopelícula AL en las cepas de S. 
marcescens SmUNAM836, SmUNAM836ΔfgooC::nptII, SmUNAM836ΔfgovC::nptII y 
SmUNAM836ΔfpoC::nptII. En cultivos líquidos de 24 h de crecimiento se evidenció la 
pérdida de la formación de biopelícula en las cepas SmUNAM836ΔfgooC::nptII, 
SmUNAM836ΔfgovC::nptII y SmUNAM836ΔfpoC::nptII en comparación de la cepa 










Figura 8.  La pérdida de las fimbrias Fgoo, Fgov o Fps elimina la 
formación de biopelícula AL. Cultivos de 24 h en agitación de S. 
marcescens y las mutantes derivadas. La biopelícula se observa 
únicamente en la cepa silvestre SmUNAM836. 
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6.5.- Formación de biopelícula en poliestireno. 
 
Generalmente las bacterias forman biopelículas más robustas al ser crecidas en medios 
ricos en nutrientes. En este trabajo se evaluó la capacidad de formar biopelícula de las 
cepas SmUNAM836ΔfgooC::nptII, SmUNAM836ΔfgovC::nptII y 
SmUNAM836ΔfpoC::nptII.  Los resultados obtenidos indican que la eliminación de los 
genes fgooC y fpsC reduce un 31% y 56%, respectivamente la formación de biopelícula 
en comparación con la cepa parental. Además, la eliminación de fgovC causó una 
reducción del 86%, lo que sugiere que, de las fimbrias estudiadas, fgovC tiene un papel 
más importante durante la formación de biopelícula. Es importante observar que, aún 
con la ausencia de ciertas fimbrias, la cepa SmUNAM836 conserva la capacidad de formar 
biopelícula. Lo anterior sugiere que este proceso requiere de múltiples componentes y 


































Figura 9. La ausencia de las fimbrias Fgoo, Fgov y Fps altera la formación de biopelícula 
en poliestireno. Valores de absorbancia obtenidos mediante el método de tinción con 
cristal violeta. Los valores se normalizaron utilizando la absorbancia del cultivo. Los 
resultados de las cepas SmUNAM836ΔfgooC::nptII, SmUNAM836ΔfgovC::nptII y 
SmUNAM836ΔfpoC::nptII se compararon con la cepa S. marcescens SmUNAM836 




6.6.- Formación de biopelícula en borosilicato. 
 
Para concluir el análisis de formación de biopelícula se analizó el desarrollo de esta 
estructura en borosilicato en medio LB, durante un periodo de incubación de 24 h con 
altos niveles de aireación. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 10, donde 
se pueden observar las alteraciones en la formación de biopelícula de manera cualitativa 
y cuantitativa. Se determinó que la cepa SmUNAM836ΔfgovC::nptII fue la que tuvo una 
mayor reducción en la capacidad de formar biopelícula con una reducción del 51% 
(p<0.05) (Figura R9A). A esta le siguen las cepas SmUNAM836ΔfgooC::nptII con una 
reducción del 27% (p=0.1) y SmUNAM836ΔfpsC::nptII con un 32% de reducción (p<0.05)  
(Figura 10A). La biopelícula se formó de manera preferencial en la interfaz aire-agua y 
sobre la superficie del vidrio que se encontraba en dicha zona como se puede observar 
en la figura R9B. Sin embargo, el colorante también tiñó de manera leve toda la superficie 
del vidrio donde en donde estuvo la bacteria, esto se observó mayormente en la cepa 

























Figura 10. La eliminación de las fimbrias Fgov y Fps modifica la formación de biopelícula 
en borosilicato. A) Imágenes representativas de biopelícula formada sobre superficie de 
borosilicato teñida con cristal violeta 1%. Las imágenes corresponden a las cepas 
indicadas en la gráfica inferior. B) Absorbancia de cristal violeta solubilizado proveniente 
de las cepas analizadas. Los datos se compararon con la cepa silvestre mediante t-




6.7.- Movimiento tipo swarming de la cepa SmUNAM836 y mutantes isogénicas 
 
El movimiento tipo swarming es un tipo de desplazamiento sobre superficies semisólidas 
descrito únicamente en firmicutes, alfaproteobacterias y gammaproteobacterias. Se 
evaluó este tipo de movimiento en medio M8 o BHI con una concentración de agar del 
0.8%, en una cámara húmeda para evitar la desecación de la superficie. La cepa 
SmUNAM836 presentó un movimiento tipo swarming eficiente en medio M8 a las 24 h 
en comparación con el medio BHI (Figura 11). La cepa mutante en fgooC mantuvo un 
patrón de desplazamiento muy similar al de la cepa silvestre en medio M8, pero en 
medio BHI el movimiento fue marcadamente reducido a las 48 h (Figura 11). Mientras 
que la cepa SmUNAM836ΔfgovC::nptII, tuvo una alteración en el patrón de 
desplazamiento a las 24 h en medio M8, con ausencia de anillos y ondulaciones en 
comparación de la cepa parental. En medio BHI, SmUNAM836ΔfgovC::nptII presentó 
diferencias con la cepa silvestre a las 24 h, observándose alteraciones en el crecimiento 
radial. Sin embargo, a las 48 h observamos un aumento en crecimiento con la diferencia 
de que esta cepa presentaba anillos de consolidación evidentes, los cuales no están 
presentes en la cepa silvestre (Figura 11). Por último, la cepa SmUNAM836ΔfpsC::nptII  a 
las 24 h de incubación no presentó movilidad, manteniéndose como una colonia 
delimitada y redonda (Figura 11). Mientras que, a las 48 h, esta cepa parece recuperar 
en cierto grado la capacidad de realizar movimiento tipo swarming, pero en menor 
dimensión en comparación con la cepa SmUNAM836. La cepa SmUNAM836ΔfpsC::nptII 




















Figura 11. Movimiento tipo swarming de S. marcescens SmUNAM836 y mutantes 
isogénicas. Una gota de los cultivos se sembró en el centro de la placa y se incubaron a 
temperatura ambiente en cámara húmeda por 24h y 48 h. A) Cepa silvestre 





6.8.- Agregación de levaduras 
 
Para finalizar los análisis fenotípicos de las cepas SmUNAM836ΔfgovC::nptII, 
SmUNAM836ΔfgooC::nptII y SmUNAM836ΔfpsC::nptII se evaluó su capacidad de agregar 
levaduras del género Saccharomyces. El objetivo de este ensayo fue identificar si la cepa 
SmUNAM836 y sus mutantes son capaces de interacción con moléculas de la pared 
celular de este organismo. Los resultados se muestran en la figura 12, la cepa 
SmUNAM836 fue capaz de agregar aproximadamente el 80% de las levaduras, semejante 
a la cepa SmUNAM836ΔfgooC::nptII. Por otro lado, la cepa SmUNAM836ΔfgovC::nptII 
mostró una reducción del 71%, mientras que la cepa SmUNAM836ΔfpsC::nptII tuvo una 
reducción del 44%. Esto sugiere una posible interacción de las fimbrias Fgov y Fps con 























Figura 12. La mutagénesis de los genes fgovC y fpsC impacta en la capacidad de agregar 
levaduras. Células de S. cerevisiae se interaccionar con la cepa silvestre SmUNAM836 o 
las mutantes SmUNAM836ΔfgovC::nptII, SmUNAM836ΔfgooC::nptII o 
SmUNAM836ΔfpsC::nptII. El porcentaje de agregación se determinó como la 
absorbancia residual posterior a la sedimentación de la suspensión bacteria-levadura. 





6.9.- Adherencia de la cepa SmUNAM836 y mutantes isogénicas a células NCI-H460 
 
El siguiente sustrato analizado fueron células de adenocarcinoma de pulmón obtenidas 
de lavado pleural. Estas células, denominadas NCI-H460 permitieron elucidar si la cepa 
SmUNAM836 era capaz de adherirse a este tejido y ver si la deleción de los genes fgooC, 
fgovC o fpsC alteraba este fenotipo. Encontramos que la pérdida de las 3 fimbrias 
causaba una reducción en la adherencia (Figura 13). La reducción fue de 37% en la cepa 
SmUNAM836ΔfgooC::nptII, 28% para la mutante SmUNAM836ΔfgovC::nptII y del 17% 
para SmUNAM836ΔfpsC::nptII. Sin embargo, esta reducción solo presentó significancia 
estadística para la cepa SmUNAM836ΔfgooC::nptII. Esto permite sugerir que solo la 
fimbria Fgoo parece estar participando en la adherencia a células NCI-H460. Además, 
dado que solo observamos una atenuación leve en los valores de adherencia, es posible 




















Figura 13. La fimbria Fgoo participa en la adherencia a células pulmonares NCI-H460. 
La monocapa celular se infectó con la cepa silvestre SmUNAM836 o con las mutantes 
SmUNAM836ΔfgovC::nptII, SmUNAM836ΔfgooC::nptII o SmUNAM836ΔfpsC::nptII. Los 
niveles de adherencia se calculan utilizando como el 100% de adherencia a la cepa 








6.10.- Identificación de estructuras fimbriales mediante TEM 
 
Se evaluó la presencia de estructuras fimbriales en S. marcescens SmUNAM836 cultivada 
en medio M9, condición que presentó la mayor expresión de promotores fimbriales. Esta 
evaluación se realizó utilizando 2 estrategias: la visualización de estructuras 
directamente en la célula bacteriana y concentrando las estructuras fimbriales mediante 
desprendimiento mecánico y ultracentrifugación.  
Los primeros experimentos nos permitieron identificar que células de la cepa 
SmUNAM836, provenientes del mismo cultivo, se encuentran expresando estructuras 
con distinta morfología fimbrial (Figura 14). Sin embargo, se observó que algunas células 
solo expresaban un conjunto de fimbrias a la vez, por lo que es posible que la expresión 
de estas estructuras suceda de manera diferencial dependiendo de las condiciones de 
cultivo. Basándonos en la medición de su diámetro y en sus características de 
electrodensidad, rigidez y fragilidad, definimos 8 estructuras fimbriales.  
 
La fimbria No.1 fue una abundante que se distribuía por toda la periferia de la célula, fue 
de estructura frágil, pues se hallaba fragmentada sobre la superficie de la bacteria y tenía 
un diámetro de 7 nm así como un filamento rígido. La fimbria No.2, fue hallada también 
en abundancia sobre la membrana bacteriana, de filamento flexible y delgado con un 
diámetro de 1 a 3 nm. Esta estructura se observó en conjunto con la fimbria No.3, la cual 
se presentó como un único filamento grueso y ligeramente flexible de 50 nm de diámetro 
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procedente de un polo de la bacteria.  La Fimbria No. 4. presentó un filamento grueso 
flexible con un diámetro de 25 nm. Las fimbrias No. 5 y No. 6, ambas de filamentos 
flexibles y halladas de manera simultánea y abundante sobre la misma célula se 
observaron de longitud larga, pero con distinta electrodensidad. La Fimbria No. 5 fue 
marcadamente más electrodensa y tuvo diámetros de 3 a 4 nm. La Fimbria No. 6 fue 
ligeramente menos electrodensa con diámetros de 4 a 5 nm. La Fimbria No.7 se 
determinó con un diámetro similar a la Fimbria No.5, pero con mayor flexibilidad y se 
encontró en toda la superficie celular formando bucles de manera ocasional. La Fimbria 
No. 8 se determinó con un diámetro 3 a 5 nm y diferente al resto de las fimbrias descritas, 
estos filamentos se observaron formando pares. Esta fimbria aparenta ser una estructura 























Figura 14. Fimbrias de la cepa SmUNAM836 visualizadas por TEM. A) Flechas azules indican 
fimbria No.1. B) Flecha negra señala Fimbria No.2 y flecha azul la fimbria No.3. C) Se indica la 
Fimbria No.4. D) Con flechas azules se marcan las Fimbrias No. 5 y con negras la No.6. E) Se 






De manera paralela, se analizaron las estructuras desprendidas por disrupción mecánica. 
Dado la imposibilidad de confirmar si los filamentos pertenecen a la misma fimbria, 
decidimos continuar con la numeración de estas estructuras. De esta manera en la figura 
14 se puede observar a la fimbria No.9, la cual tuvo un diámetro de entre 18 y 23 nm, 
flexible y con una ligera tendencia a formar agregados. Dentro de la misma preparación 
fue posible observar un tipo de estructura más gruesa, flexible y muy electrodensa, a 
esta fimbria se le etiqueto como fimbria No.10 y presentó un diámetro de entre 45 y 55 
nm. También se encontraba en el mismo campo otra estructura con un diámetro de 
entre 23 y 25 nm, denominada Fimbria No. 11. De manera similar a la fimbria No.9, ésta 
también forma agregados, pero en mayor proporción, y con la diferencia de ser 
marcadamente menos electrodensa. Por último, la fimbria No. 12, con un diámetro de 
entre 10 y 15 nm onduladas, flexibles e individuales. Debido a la falta de marcaje 
específico y a que la cepa SmUNAM836 codifica solo 11 fimbrias CA, es posible que 
estemos considerando una fimbria como dos estructuras diferentes o alguno de los 
filamentos más gruesos pertenezcan a una fimbria tipo IV. Este resultado demuestra que 
la cepa SmUNAM836 está expresando y sintetizando de manera simultánea múltiples 






















Figura 15. Fimbrias de la cepa SmUNAM836 
obtenidas por desprendimiento mecánico y 
visualizadas por TEM. A) Flechas azules 
indican fimbria No.9. B) Flecha azul señala 
Fimbria No.10 y flecha negra la fimbria 






7.1.-Descripción del fimbrioma de S. marcescens  
 
La adherencia, colonización de superficies y formación de biopelícula son eventos 
indispensables para el establecimiento de un microorganismo en un nicho ecológico. 
Estos procesos dependen de varios tipos de moléculas, entre ellas las adhesinas. Las 
fimbrias tipo CA se encuentran entre las adhesinas más estudiadas y mayormente 
distribuidas a lo largo de los diversos filos bacterianos. Estas estructuras son apéndices 
de superficie que son capaces de participar en una amplio rango de procesos. 
Recientemente, la búsqueda del repertorio de fimbrias asociadas a diferentes especies 
bacterianas ha evidenciado una amplia variedad de fimbrias codificadas en los genomas 
procariontes. Además, la importancia de estos estudios se acentúa debido al papel de 
estos apéndices en la patogénesis de algunos microorganismos, como E. coli, Salmonella 
o P. mirabilis [148–150]. Debido a que se desconocía el repertorio de fimbrias de S. 
marcescens en este trabajo se realizó un análisis exhaustivo para definir su fimbrioma y 






Nuestros resultados indican que el repertorio fimbrial de S. marcescens comprende 20 
operones fimbriales tipo CA conservados y 17 no conservados, semejante a lo descrito 
para E. coli (38 operones CA) y Salmonella (36 operones CA) [148, 151]. Debido a que 
seis operones conservados (fgoo, fgov, fgfo, fgft, fpo, fps y fso) se encontraron de 
manera ubicua en >94% de los genomas analizados, éstos se denominaron operones 
centrales o core. De acuerdo a lo anterior, también se han descrito 7 operones centrales 
en Salmonella (bcf, fim, saf, stb, std, sti y sth) [149, 151], y en  E. coli (Tipo 1, F9, Mat, 
Yad, Ybg, Yeh y Yfc) [148]. La presencia de un fimbrioma central en estas especies, así 
como en S. marcescens, sugiere que estas estructuras participan en procesos fisiológicos 
importantes. Además del fimbrioma conservado, se encontraron operones ncf con una 
baja distribución entre los genomas analizados. Debido al contexto genético de los 
operones ncf, es posible que éstos hayan sido adquiridos mediante transferencia 
horizontal. En ese sentido, algunos estudios han reportado que S. marcescens posee un 
gran número de genes accesorios, lo que indica una gran plasticidad genómica [17–20]. 
La adquisición de operones fimbriales exógenos podría favorecer la colonización y 
persistencia en nichos ecológicos donde existe competencia con otros microorganismos. 
 
En S. marcescens existen pocos estudios de las fimbrias tipo CA. La única fimbria de este 
organismo que ha sido estudiada es Fgov (originalmente denominada Fim). Esta fimbria 
se ha asociado con adherencia a células de córnea HCE, aglutinación de levaduras y 
producción de biopelícula [45, 51]. Filogenéticamente Fgov se encuentra relacionada con 
Etf de Edwarsiella tarda, fimbria involucrada en hemaglutinación resistente a manosa 
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[152] y con distribución restringida a cepas ictiopatógenas [153]. Ya que Fgov se 
distribuye de manera ubicua en las diferentes cepas de S. marcescens es probable que 
contribuya en procesos necesarios para la bacteria, como la adherencia a superficies o 
la agregación entre bacterias. Esta idea es apoyada por nuestros resultados, los cuales 
muestran que la actividad transcripcional del promotor de fgov en las cepas 
SmUNAM836 y Db10 es alta durante el crecimiento en aeración independientemente 
del medio de cultivo utilizado y que la pérdida de Fgov impacta en la adherencia a 
superficies abióticas en la cepa SmUNAM836. Este resultado también concuerda con lo 
reportado por Shanks y colaboradores, quienes observaron que la activación del 
promotor fgov (fim) era regulada de manera positiva por el regulador OxyR [51].  
Por otra parte, la actividad transcripcional del promotor de fgfo presentó gran variación 
entre las cepas SmUNAM836 y Db10. De acuerdo con esto, la actividad lumínica del 
promotor fgfoDb10 presentó 41 veces más actividad que fgfoSmUNAM836 en fase logarítmica 
y 72 veces más actividad en fase estacionaria. Un análisis comparativo de las regiones 
promotoras de esta fimbria demostró que el promotor fgfoDb10 presenta dos cajas -10 y 
-35 mientras que el promotor de fgfoSmUNAM836 solo posee una. Además, río arriba de la 
región promotora de fgfoSmUNAM836 se encuentra codificada una proteína con dominios 
de hélice-giro-hélice, la cual está ausente en fgfoDb10. Las proteínas con dominios hélice-
giro-hélice están asociadas a unión del DNA y regulación transcripcional. La presencia de 
reguladores fimbriales río arriba de los genes estructurales se ha observado previamente 
en las fimbria P de E. coli y Sde de Salmonella [151, 154]. Estas variaciones en las regiones 
promotoras probablemente son la causa de las diferencias observadas entre las cepas 
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evaluadas. Sin embargo, se necesitan más estudios para conocer cuál de estos operones 
es el que posee una región promotora alterada.  
La fimbria Fgft, aunque forma parte del fimbrioma core, presentó valores de expresión 
bajos en ambas cepas. Es posible que este operón se exprese bajo condiciones 
particulares y/o que participe en procesos específicos. Este comportamiento se ha 
observado previamente en las fimbrias Fim (γ1) y Stb (γ4), las cuales forman parte del 
fimbrioma core de S. enterica [155]. Estas estructuras tienen una expresión baja in vitro, 
sin embargo, la pérdida de la fimbria Fim reduce la capacidad de la bacteria de adherirse 
e invadir células epiteliales, mientras que la ausencia de Stb ocasiona un incremento en 
el número de bacterias fagocitadas [155]. Por otro lado, el análisis filogenético de 
proteínas acomodadoras relaciona a Fgft con la fimbria CupB de P. aeruginosa, que en 
conjunto con CupC son responsables del desarrollo de microcolonias y de la formación 
de biopelícula [105]. La regulación de estas fimbrias está íntimamente regulada por el 
sistema de dos componentes Roc1. Por lo que un sistema regulatorio semejante pudiera 
participar en la expresión de fgft. 
Formando parte del genoma core de S. marcescens están también fpo y fps, dos 
operones de la familia π. En este trabajo encontramos que los operones fimbriales de 
esta familia están altamente distribuidos en los genomas de S. marcescens, lo que 
sugiere una contribución importante en la fisiología de este microrganismo. Los 
promotores de Fpo y Fps se ubicaron entre los que tuvieron la mayor actividad en la cepa 
SmUNAM836 y Db10. El comportamiento de fpo fue similar para ambas cepas, mientras 
que la actividad del promotor de Fps fue mayor en SmUNAM836. Algunas fimbrias π se 
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han asociado con procesos patogénicos como la Fimbria P y MR/P, las cuales participan 
en la infección a tracto urinario y el desarrollo de pielonefritis [156–158]. 
Desafortunadamente, Fpo y Fps no presentan similitud con ninguna fimbria de la familia 
π descrita hasta el momento. Esto podría deberse a que las fimbrias π de S. marcescens 
posean papeles muy especializados tal y como es el caso de las fimbrias MR/P y PMF de 
P. mirabilis que participan en la colonización de riñón y vejiga [115]. 
El operón fso pertenece a la familia σ y es el sexto y último de los operones core de S. 
marcescens. Las fimbrias σ son consideradas organelos ancestrales cuya distribución se 
extiende a diversos filos bacterianos [76], se caracterizan por poseer una región de 
reconocimiento de ligando compuesta por bucles en forma de dedos [159]. A pesar de 
su amplia distribución, los operones fimbriales σ no son comunes en especies de la 
familia Enterobacteriaceae [76, 148, 151]. Sin embargo, fso estuvo presente en todos los 
genomas de S. marcescens analizados, encontrándose una copia adicional de este 
operón en la cepa B3R3. Interesantemente, los ensayos transcripcionales demostraron 
que existen diferencias importantes en la expresión de estos promotores en las cepas 
analizadas, existiendo una mayor actividad en la cepa SmUNAM836. A la fecha se conoce 
muy poco sobre los procesos en los que participan las fimbrias σ. En Acinetobacter 
baumannii se ha descrito que la fimbria Csu juega un papel indispensable en la formación 
de biopelícula sobre superficies abióticas [117]. La baja actividad de fso observados en la 
cepa Db10 podrían derivar de la necesidad de condiciones específicas para su expresión. 
Algo similar a lo que sucede en S. arizonae, en donde la expresión de su fimbria σ 
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requiere de bajas temperaturas, lo que le permite interaccionar con receptores 
intestinales en hospederos de sangre fría [151].  
Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad transcripcional sugieren que 
algunas fimbrias tipo CA de S. marcescens cumple funciones fisiológicas esenciales, pues 
su expresión es constante en las cepas estudiadas y bajo distintas condiciones 
nutricionales. Sin embargo, el resto de las fimbrias que tuvieron una baja expresión 
podrían estar relacionadas con la colonización de nichos específicos y condiciones 
particulares para su expresión. Esto concuerda con la variación fenotípica que presentan 
algunos aislados de S. marcescens en distintos  procesos, por ejemplo en la agregación 
de levaduras [138]. 
Parte fundamental de este trabajo fue evaluar los procesos en los que están involucradas 
las fimbrias de S. marcescens con mayor actividad transcripcional. Por lo que se decidió 
eliminar el gen codificante de la proteína acomodadora de los operones fgoo, fgov, fpo 
y fps de la cepa SmUNAM836. Sin embargo, la mutagénesis de fpoC no se consiguió 
posterior a la realización de distintos métodos por lo que se descartó de los 







7.2.-Las fimbrias Fgoo, Fgov y Fps participan en la formación de biopelícula en 
superficies abióticas sólidas y líquidas  
 
La biopelícula es una estructura de resistencia cuya formación requiere, en algunos, la 
presencia de fimbrias [53]. Existe evidencia de que la biopelícula bacteriana se puede 
formar sobre diversos sustratos abióticos sólidos y líquidos [160].  En el área clínica gran 
parte del material médico, como catéteres y tubos endotraqueales, están conformados 
por matrices de polímeros plásticos [161]. De manera similar, los contenedores de 
soluciones suelen ser plásticos o borosilicato (BS). El material de estos objetos posee 
diferentes grados de hidrofobicidad el cual se ha observado influye en la capacidad de 
un microorganismo para adherirse a dicha superficie [162–165]. Sin embargo, no existe 
un consenso definitivo sobre el efecto de esta propiedad física en la adherencia y 
formación de biopelícula a superficies hidrofóbicas [161]. En S. marcescens se ha 
estudiado previamente la formación de biopelícula en superficies plásticas hidrofóbicas 
como el poliestireno (PS) y el cloruro de polivinilo (PVC) [39, 43, 51]. Se ha encontrado 
que este microorganismo puede formar biopelícula de manera eficiente en estas 
superficies y que la presencia de la fimbria Fgov es necesaria para el correcto desarrollo 
de esta estructura. Además, la formación de biopelícula es controlada de manera 
positiva por el sistema de dos componentes RssAB [39] y mediante QS a través de los 
sistemas SwrI/SwrR y SmaI/SmaR [44, 45, 47]. En este trabajo, durante el cultivo 
rutinario, observamos que la formación de biopelícula en la cepa SmUNAM836 era 
mucho más robusta en condiciones con altos niveles de aeración. Estas condiciones 
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presentaban altas fuerzas de desprendimiento, las cuales no afectaron la formación de 
esta estructura. Esto se debe en parte a que la formación de biopelícula está controlada 
por el regulador de respuesta al estrés oxidativo OxyR, cuya activación se favorece bajo 
condiciones de aireación. En S. marcescens la fimbria Fgov es un componente importante 
de en la formación de biopelícula y su expresión es inducida por OxyR [51]. La mutante 
SmUNAM836ΔfgovC::nptII presentó una reducción del 86% en la formación de 
biopelícula en PS de manera similar a lo reportado por otros autores [45, 51, 60]. 
Además, esta mutante presentó una reducción del 51% en la capacidad de formar 
biopelícula en BS. Esto difiere levente a lo reportado por Kalivoda y colaboradores, los 
cuales encontraron que la pérdida de fimC (fgovC) en la cepa CMS376 eliminaba por 
completo la formación de biopelícula en BS [137]. La discrepancia anterior se puede 
deber a que en el genoma de la cepa CMS376 no estén codificadas otras fimbrias (como 
Fgoo), que compensen la formación de biopelícula en ausencia de Fgov. Las fimbrias 
Fgoo y Fps no han sido estudiadas previamente por otros grupos de trabajo. Los 
resultados obtenidos de la cepa SmUNAM836ΔfgooC::nptII demuestran que la pérdida 
de esta estructura reduce en un 31% la capacidad de producir biopelícula en PS. En BS, 
dicha mutante presentó menor cantidad de biopelícula, pero esta reducción no tuvo 
significancia estadística. Por último, la mutante SmUNAM836ΔfgooC::nptII tuvo 
alteraciones en la capacidad de formar biopelícula en PS, reducción  del 56%, así como 
en BS, con una reducción del 32%. Los resultados obtenidos de estos ensayos sugieren 
que la fimbria Fgoo, Fgov y Fps están participando en la adherencia y formación de 
biopelícula sobre PS y probablemente sobre otras superficies hidrofóbicas. Esto sugeriría 
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que estas estructuras podrían participar en la colonización de material médico hecho de 
polímeros plásticos hidrofóbicos. Por otro lado, solo Fgov y Fps fueron importantes en la 
formación de biopelícula en BS. El hecho de que más de una estructura fimbrial participe 
en la formación de biopelícula en la cepa de S. marcescens SmUNAM836 contrasta con 
lo observado en K. pneumoniae, donde las fimbrias tipo 3 (Mrk) son el principal 
componente requerido para la formación de biopelícula. Además, ejercen una regulación 
indirecta sobre las fimbrias tipo 1 polarizando la bacteria hacia un fenotipo en donde 
estas estructuras no se están expresando [166]. 
El género Serratia tiene una relación filogenética estrecha con el género Yersinia. 
Diversos operones fimbriales se han asociado con la formación de biopelícula en Y. 
pestis. Esto se ha describió al movilizar los operones codificantes de fimbrias y0561-0563, 
y1858-1862 y y0348-0352, a una cepa de E. coli no fimbriada y no productora de 
biopelícula. El operón y0561-0563 fue el que permitió a E. coli desarrollar la biopelícula 
más robusta a 28°C, seguido de los operones y1858-1862 y y0348-0352. Mientras que, a 
37°C, los operones que tuvieron una mayor influencia en la formación de biopelícula 
fueron y0561-0563 y y3478-3480. Esto concuerda con nuestros resultados en los cuales 








Para concluir el estudio de biopelícula en superficies sólidas, la cepa SmUNAM836 y las 
mutantes isogénicas presentaron patrones de formación de biopelícula similares en PS y 
BS, dos materiales con distintos grados de hidrofobicidad [162, 167]. Esto sugiere que la 
hidrofobicidad del sustrato no influyó en la capacidad de formar esta biopelícula en estos 
ensayos. Lo anterior podría deberse a que S. marcescens tiene la capacidad de secretar 
surfactantes, como la Serrawetina, que modifican de la hidrofobicidad de superficies, 
permitiendo a la bacteria realizar movimiento tipo swarming y posteriormente de formar 
biopelícula [168, 169].  Este hecho es relevante, pues prevendría que las estrategias que 
involucran la modificación de la hidrofobicidad de superficies para combatir la formación 
de biopelícula sobre material médico no funcionen por completo para S. marcescens 
[161, 170].  
 
Nuestro trabajo también analizó la formación de biopelícula AL en la cepa SmUNAM836, 
un fenotipo que no se ha reportado previamente en S. marcescens. Observamos que el 
cultivo rutinario en LB permitía a la cepa SmUNAM836 formar biopelícula en la interfaz 
aire-agua de manera consistente; a diferencia de los medios DMEM y M9. La formación 
de biopelícula suele asociarse a factores nutricionales, en S. enterica Typhimurium y 
Enteritidis se ha observado que dichas bacterias forman biopelícula AL en medios ricos 
en nutrientes pero no en medio mínimo [171, 172]. En Salmonella, la capacidad de 
formar biopelícula AL depende en gran medida de fimbrias curli, organelos no descritos 
hasta el momento en S. marcescens [171]. También, encontramos que la biopelícula AL 
de la cepa SmUNAM836 difiere en tamaño, estabilidad y densidad al compararla con la 
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de otros organismos como Bacillus subtilis, Pseudomonas, A. baumannii o Shewanella 
oneidensis [173–176]. La formación de biopelícula AL robusta se ha asociado con una 
matriz extracelular rica en celulosa como es el caso de A. baumannii y Pseudomonas 
[176, 177]. Hasta el momento no se ha descrito la presencia de estos genes en S. 
marcescens, por lo que la ausencia de estos genes o una baja expresión, podrían explicar 
la diferencia en el fenotipo de la biopelícula AL. Por otro lado, un estudio de la 
composición de la biopelícula AL de A. baumannii, demostró la presencia de proteínas 
fimbriales de tres operones tipo CA [176]. Una de estas fimbrias era Csu, de la familia σ, 
una estructura que en A. baumannii es esencial para la formación de biopelícula [159], 
así como A1S_2088-2091 y A1S_1510-1507 (también llamado F-17) [176]. El operón F-
17 se ha asociado previamente con la formación de biopelícula pues se encuentra 
sobreexpresado en bacterias que están dentro de la matriz y su pérdida afecta la 
formación de biopelícula [178]. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo, 
demostraron que la pérdida de Fgoo, Fgov o Fps, eliminan por completo la formación de 
biopelícula AL en la cepa SmUNAM836. Esto concuerda con lo mencionado 
anteriormente para A. baumannii, en donde la formación de biopelícula AL se altera con 







7.3.-La mutación de los genes fgooC, fgovC y fpsC modifica el patrón de swarming en 
S. marcescens SmUNAM836 
 
El movimiento sobre superficies semisólidas o tipo swarming se ha asociado con la 
expresión de factores de virulencia y persistencia [179, 180]. En cepas de S. marcescens, 
este fenómeno ha sido estudiado por diversos autores [51, 168, 181, 182]. El patrón de 
swarming de S. marcescens es muy diferente al desplazamiento “clásico” de Proteus el 
cual consiste de múltiples anillos de consolidación [179]. En el caso de S. marcescens su 
migración inicia a través de  anillos de consolidación que, a medida que el cultivo 
envejece, son reemplazadas por zonas de crecimiento en forma de ondulaciones  [181, 
183]. Otras variaciones descritas en cepas de S. marcescens consisten en prolongaciones 
en lugar de anillos [51, 183]. En S. marcescens se sabe que el swarming es regulado por 
QS, que depende de la producción de flagelo y surfactantes (denominados serrawetinas) 
[5, 33, 182]. Además, se sugiere que la escases de nutrientes lo promueven [179, 184, 
185]. En este trabajo se describe por primera vez el patrón de swarming de la cepa 
SmUNAM836 en medio mínimo M8 y en medio enriquecido BHI. La mayor motilidad se 
observó en medio M8 donde a las 24 h presentó un patrón de ondulaciones sin anillos 
de consolidación marcados. Patrón semejante al reportado para las cepas de S. 
marcescens MG1, 274, y PIC-3611 [181–183]. A las 48 h en medio M8, la cepa 
SmUNAM836 continuó desplazándose hasta cubrir por completo la placa. En contraste, 
en medio BHI sólo se desplazó la mitad de la longitud, pudiéndose observar un anillo de 
consolidación. Esto es similar a lo reportado por Shanks y colaboradores para la cepa 
 
89 
pigmentada S. marcescens-D al crecer en medio LB [51]. Estos resultados sugieren que 
semejante a Proteus [184] la composición del medio influye en el movimiento tipo 
swarming de S. marcescens. Al analizar la capacidad de las cepas 
SmUNAM836ΔfgooC::nptII, SmUNAM836ΔfgovC::nptII y SmUNAM836ΔfpsC::nptII de 
realizar movimiento tipo swarming  se observó que en medio M8 la pérdida de la fimbria 
Fgov favorece la aparición de anillos de consolidación mientras que la ausencia de Fps 
previene la motilidad tipo swarming hasta las 48 h. Por otra parte, en medio BHI las cepas 
mutantes presentaron alteraciones en el desplazamiento en comparación con la cepa 
parental. En particular, la cepa SmUNAM836ΔfpsC::nptII perdió la motilidad tipo 
swarming. No obstante las estructuras fimbriales no suelen contribuir en el movimiento 
tipo swarming, en E. coli K12  se ha descrito que la eliminación de fimA deriva en  un 
menor número de flagelos en su superficie y reduce drásticamente el swarming [186].  
Por otra parte, en Salmonella y P. mirabilis se ha descrito una relación inversa en la 
expresión de algunos operones fimbriales y genes flagelares, pues la sobreexpresión de 
FimZ y MrpJ, respectivamente, favorece un fenotipo hiperfimbirado que eliminá el nado 
mediado por flagelo [187, 188]. En este sentido, FimZ es un activador transcripcional que 
favorece la expresión de la fimbria tipo 1, a la vez que ocasiona la represión  de genes 
flagelares de clase 1 (flhDC) y la biogénesis del flagelo [187]. Lo anterior abre la 
posibilidad de que las cepas mutantes de S. marcescens analizadas presenten diferencias 
con la cepa silvestre en los patrones de expresión de genes fimbriales, incluyendo 
reguladores transcripcionales. Por ejemplo el operón fps de la cepa SmUNAM836 
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codifica un regulador transcripcional tipo Lux, por lo que el fenotipo observado en 
SmUNAM836ΔfpsC::nptII puede ser consecuencia de un efecto polar sobre dicho gen.  
Esto cobra importancia al tomar en cuenta que en S. marcescens se encuentran 
expresados de manera simultánea y diferencial varios operones fimbriales como fgfo, 
fgft, fpo, fps o fso, los cuales poseen reguladores tipo LuxR, LysR o con dominio de hélice-
giro-hélice. Los operones lux están asociados a la regulación de QS y es se ha observado 
previamente que el QS es responsable del fenotipo de swarming en S. marcescens [189, 
190]. La evidencia aquí mostrada indica la necesidad de estudiar el papel de los operones 














7.4.- Adherencia de S. marcescens SmUNAM836ΔfgooC::nptII , 
SmUNAM836ΔfgovC::nptII  y SmUNAM836ΔfpsC::nptII  a sustratos bióticos 
 
Algunas fimbrias además de interactuar con sustratos abióticos también pueden mediar 
a adherencia a otros organismos y a tejidos. Los ensayos de agregación de levaduras se 
han usado desde hace décadas para evaluar la presencia de fimbrias sensibles a manosa 
[85, 191, 192]. Identificamos que en la cepa SmUNAM836ΔfgovC::nptII se reduce 
drásticamente la capacidad de agregar levaduras, dicho resultado concuerda con lo 
reportado previamente para una cepa S. marcescens-D ΔfimA (ΔfgovA) [51], indicando 
que esta fimbria es importante para este fenotipo independientemente de la cepa 
estudiada. Por otro lado, la cepa SmUNAM836ΔfpsC::nptII presentó una reducción 
moderada. Los resultados anteriores sugieren que Fgov tiene una mayor afinidad que 
Fps a componentes de la pared celular de las levaduras, tales como manoproteínas, los 
cuales son moléculas manosiladas. Esto es relevante pues múltiples tejidos en el humano 
presentan receptores o moléculas manosiladas como la uroplaquina, por lo que podrían 
facilitar la colonización de S. marcescens [193].  
Por otra parte, la adherencia a líneas celulares permite indagar más específicamente en 
la capacidad de un microorganismo para colonizar un tejido particular. Se ha demostrado 
que S. marcescens tiene la capacidad de adherirse a diversas líneas celulares 
inmortalizadas como HCE (cornea), RT112 (vejiga), HEp-2 (laringe) y CHO (ovario de 
hamster) [38, 45, 194]. En este trabajo analizamos la adherencia de las cepas isogénicas 
SmUNAM836ΔfgooC::nptII, SmUNAM836ΔfgovC::nptII, SmUNAM836ΔfpsC::nptII y la 
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cepa parental a la línea celular de pulmón NCI-H460, un sustrato no analizado 
previamente. Los resultados obtenidos demostraron que la pérdida de las 3 fimbrias 
ocasiona una ligera reducción en la adherencia, sin embargo, solo la ausencia de FgooC 
tuvo significancia estadística. Estos resultados fueron diferentes a los esperado, pues 
Labbate y colaboradores reportaron previamente que la mutagénesis de fgovC 
ocasionaba una reducción mayor al 90 % en la adherencia a células HCE [45]. Es posible 
que Fgov este participando en la adherencia a moléculas ausentes en la línea celular NCI-
H460. Análogamente, la fimbria tipo 1 de E. coli, requerida para la adherencia a epitelio 
urinario, no participa en la unión a células intestinales [195, 196]. Por otro lado, la 
ausencia de Fgoo ocasionó una reducción en la adherencia de S. marcescens 
SmUNAM836 a tejido pleural. Sin embargo, la cepa SmUNAM836ΔfgooC::nptII aun 
presentó una adherencia residual del 63%, lo que indica que otras adhesinas están 
participando en la interacción con las células NCI-H460. Esto se ha observado en ensayos 
de adherencia con mutantes en diversas adhesinas. Tal es el caso de E. coli 
enteropatógena E2348/69, cuya adherencia a células HT-29 (adenocarcinoma de colón) 
depende de la acción en conjunto de la fimbria ECP y de la fimbria tipo 4 BFP [197]. La 
eliminación de ECP reduce ligeramente la adherencia a la línea HT-29 en un 19%, 
mientras la mutación posterior de BFP disminuye los niveles de adherencia hasta en 
91.6% [197]. Estos resultados sugieren que, adicional a Fgoo, otras adhesinas diferentes 






7.5.- S. marcescens SmUNAM836 sintetiza múltiples estructuras fimbriales 
De acuerdo a nuestros resultados, distintos operones fimbriales se expresan de manera 
simultánea en la cepa SmUNAM836, en consecuencia, se puede anticipar la presencia de 
diferentes estructuras fimbriales en su superficie. Para confirmar lo anterior, realizamos 
ensayos de TEM de la cepa SmUNAM836 cultivada en medio M9. Las imágenes obtenidas 
permitieron describir, en bacterias provenientes de un mismo cultivo, hasta 8 fimbrias 
con morfología diferente. La distribución y abundancia de estas 8 estructuras varió entre 
las células analizadas, hallando entre 1 y 2 tipos de fimbrias diferentes ancladas a la 
membrana bacteriana. También se obtuvieron las proteínas de superficie por 
desprendimiento mecánico para tener una muestra libre de bacterias. De esta manera 
se encontraron 4 estructuras fimbriales adicionales. Las fimbrias de S. marcescens cepa 
US5 se visualizaron por primera vez mediante TEM en la década de los 80 reportándose 
una fimbria MS con diámetro aproximadamente 3 nm [124, 129]. Posteriormente en la 
cepa US46 se describieron tres fimbrias con morfología distinta: US46-MR1, US46-MR2 
y US46-MS, las cuales presentaron diámetros de 7 nm, 4.5 nm y 3 nm, respectivamente 
[126, 129]. De las estructuras visualizadas, solo la fimbria No.1 de la cepa SmUNAM836 
presenta un diámetro de 7 nm, mientras que las fimbrias No.2 y No.5 a No.7 presentaron 
diámetros de entre 3 a 5 nm. Aunque esto demuestra que existen fimbrias con 
características similares entre cepas de S. marcescens, no es posible afirmar que alguna 
de estas estructuras corresponda a lo observado en nuestro trabajo. Esto debido a que 
en la mayoría de los casos no existe un genoma secuenciado que nos permita conocer si 
la cepa en cuestión comparte operones fimbriales con la cepa SmUNAM836. Más 
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recientemente, en 2007 Shanks y colaboradores realizaron la mutagénesis de la fimbria 
Fgov de la cepa S. marcescens-D, permitiéndoles comparar mediante TEM a la cepa 
silvestre fimbriada con la cepa mutante que carecía de cualquier fimbria [51]. En la cepa 
D, las fimbrias Fgov putativas se señalan como estructuras onduladas abundantes 
alrededor de la célula observada. Sin embargo, Labbate y colaboradores en ese mismo 
año realizaron ensayos de TEM en la cepa de S. marcescens MG1 silvestre, así como en 
la mutante MG1ΔfimA (fgovA)[45]. En este trabajo, Fgov es observada en la cepa 
silvestre como fimbrias con mayor rigidez a lo mostrado por Shanks. Es importante 
señalar que ninguno de estos dos trabajos empleo inmunomarcaje que permitiera 
identificar con certeza estas estructuras. Por lo anterior, aunque en estos casos existen 
genomas que nos permitan conocer el repertorio fimbrial de estas cepas, es difícil 
afirmar la identidad de estas estructuras. Nuestro trabajo presenta un problema similar: 
la ausencia de marcaje específico. Esto nos impide identificar a que operón fimbrial 
pertenece cada estructura observada y cabe la posibilidad de que alguna pertenezca a 
un sistema diferente al CA.  Por otro lado, el gran número de fimbrias observadas de 
manera simultánea en un cultivo de la cepa SmUNAM836 es algo que difiere de lo 
reportado para E. coli y K. pneumoniae, donde la expresión fimbrial se encuentra 
altamente regulada[192, 198]. Sin embargo, S. marcescens no es el único organismo en 
el que se ha observado la presencia de múltiples fimbrias de manera simultánea, pues 
se ha observado algo similar en P. mirabilis [150, 199, 200].  La expresión de múltiples 
fimbrias le permitiría a S. marcescens ventajas en diversos ambientes, permitiéndole 




• El fimbrioma de S. marcescens está compuesto por 20 operones fimbriales conservados 
y 17 operones no conservados. 
• Los operones fgoo, fgov, fgfo, fgft, fps, fpo y fso componen el fimbrioma central (core) 
de S. marcescens. 
• Los operones fimbriales se expresión de manera simultánea y diferencial dependiendo 
de las condiciones de cultivo y el fondo genético.  
• Los operones fgov, fpo y fps fueron los que se expresaron en mayor proporción en la 
cepa SmUNAM836 y Db10. 
• La ausencia de fgooC en la cepa SmUNAM836 reduce la adherencia a células NCI-460, 
así como la formación de biopelícula en superficie líquida, borosilicato y poliestireno; 
también altera el swarming en medio BHI. 
• La pérdida del gen fgovC ocasiona, en la cepa SmUNAM836, una reducción significativa 
de la agregación de levaduras, formación de biopelícula en superficie líquida, borosilicato 
y poliestireno, así como la alteración de swarming en medio M8 y BHI. 
• En la cepa SmUNAM836, la eliminación de fpsC atenúa la capacidad de agregar 
levaduras, así como de formar biopelícula en borosilicato y poliestireno. Además, eliminó 
la capacidad de formar biopelícula en medio líquido y de realizar swarming en medio M8 
y BHI a las 24 h. 
• En la cepa SmUNAM836 se visualizaron mediante TEM hasta 12 fimbrias con morfología 








• Complementar las mutantes generadas para observar restauración de fenotipos. 
• Realizar marcaje inmunológico para identificar mediante TEM las estructuras 
fimbriales de la cepa SmUNAM836. 
• Analizar la función de las fimbrias Fgoo, Fgov y Fps en la adherencia a líneas 
celulares de distinto origen. 
• Evaluar la expresión de promotores en las mutantes generadas para elucidar 
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Anexo 1.- Condiciones de amplificación de PCR 
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